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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Ο φορέας της γενετικής πληροφορίας, το DNA, είναι συνεχώς εκτεθειμένο σε 
ενδογενείς και εξωγενείς παράγοντες οι οποίοι οδηγούν σε βλάβες ή μεταλλαγές στο 
γονιδίωμα. Ωστόσο, η διατήρηση της ακεραιότητας του DNA είναι απαραίτητη για την 
φυσιολογική λειτουργία του κυττάρου και, κατ’ επέκταση, την επιβίωση των 
οργανισμών. Για την επιδιόρθωση των γενετικών βλαβών, οι οργανισμοί διαθέτουν 
μια σειρά συντηρημένων μηχανισμών. Οι μηχανισμοί αυτοί χαρακτηρίζονται από 
εξειδίκευση στο είδος της βλάβης που αναγνωρίζουν και επιδιορθώνουν. Η σημασία 
τους φαίνεται από το γεγονός ότι η ενδεχόμενη απορύθμιση τους (π.χ. εξαιτίας 
μεταλλαγών) προκαλεί γενετικές διαταραχές που οδηγούν σε αναπτυξιακές 
ανωμαλίες, πρόωρη γήρανση και διαφόρους τύπους καρκίνου.  

 

1.1 Επιδιορθωτικός Μηχανισμός Εκτομής Νουκλεοτιδίων (NER) 

Ο επιδιορθωτικός μηχανισμός εκτομής νουκλεοτιδίων (NER) είναι ένα πολύ 
συντηρημένο μονοπάτι επιδιόρθωσης. Οι βλάβες που αναγνωρίζει και επιδιορθώνει 
περιλαμβάνουν αλλαγές στη δομή της διπλής έλικας, όπως διμερή πυριμιδινών, 
λόγω υπεριώδους ακτινοβολίας, και ογκώδη πρόσθετα. Οι παραμορφώσεις της 
διπλής έλικας εμποδίζουν τη σωστή διεξαγωγή πολλών βασικών λειτουργιών του 
κυττάρου, όπως την αντιγραφή και τη μεταγραφή. Αν δεν διορθωθούν, μπορούν να 
έχουν σοβαρές επιπτώσεις στον οργανισμό, όπως καρκίνο και διάφορες 
αναπτυξιακές διαταραχές,  . Οι περίπου 30 πρωτεΐνες του μονοπατιού αυτού δρουν 
σε 3 στάδια : αναγνώριση της βλάβης, εκτομή της αλυσίδας που περιέχει τη βλάβη 
και σύνθεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που αποκόπηκε. Ο μηχανισμός 
χωρίζεται σε δύο υπο-μονοπάτια, ανάλογα με την περιοχή που εντοπίζεται η βλάβη. 
Το ένα μονοπάτι είναι πιο γρήγορο(4, 5) και αναγνωρίζει βλάβες στο μεταγραφόμενο 
τμήμα του γονιδιώματος (transcription-coupled NER, TC-NER), ενώ το δεύτερο 
αναγνωρίζει και επιδιορθώνει αλλοιώσεις της διπλής έλικας κατά μήκος του μη 
μεταγραφόμενου τμήματος (global genome NER, GG-NER) (3). Η διαφορά μεταξύ 
των δύο υπο-μονοπατιών εντοπίζεται μόνο στο στάδιο αναγνώρισης, ενώ τα 
υπόλοιπα στάδια είναι κοινά. Συγκεκριμένα, η αναγνώριση κατά το GG-NER γίνεται 
από τα σύμπλοκα XPC-RAD23-CETN2 και UV-DDB (DDB1-DDB2-containing E3-
ubiquitin ligase complex) (8-12). Στη συνέχεια στρατολογείται ο TFIIH. Ο 
παράγοντας αυτός αποτελείται από 11 υπομονάδες και περιλαμβάνει τις XPB, XPD, 
XPG, p8, p34, p44, p62 και το σύμπλοκο CAK (13). Οι υπομονάδες του TFIIH, XPB 
και XPD είναι DNA ελικάσες και ξεδιπλώνουν την έλικα στη γύρω περιοχή με 
κατεύθυνση 3΄-5΄και 5΄-3΄αντίστοιχα (14). Η ανοιχτή δομή που προκύπτει 
σταθεροποιείται από τις πρωτεΐνες XPA και RPA, η οποία είναι μια πρωτεΐνη που 
προσδένεται σε περιοχές μονόκλωνου DNA (15). Στη συνέχεια, η RPA στρατολογεί 
το σύμπλοκο ERCC1-XPF στο 5΄άκρο της βλάβης, ενώ στο 3΄άκρο της προσδένεται 
η XPG. Οι XPG και ERCC1-XPFείναι ενδονουκλεάσες και κόβουν μια περιοχή 24-32 
νουκλεοτιδίων από την αλυσίδα του DNA που φέρει τη βλάβη (16). Τέλος, ακολουθεί 
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Εικόνα 1: NER σύνδρομα. Συνολικά, μεταλλαγές σε 11 γονίδια οδηγούν στα τρία NER σύνδρομα, XP, CS και 
TTD. Μεταλλαγές σε 11 γονίδια οδηγούν σε καθένα από τα σύνδρομα αυτά. Από αυτά, το XPG εμπλέκεται τόσο 
στο XP, όσο και στο CS, ενώ τα XPB και XPD και στα τρία σύνδρομα. 

η σύνθεση της αλυσίδας που λείπει μετά από δράση των DNApol δ, ε, κ (17, 18), 
PCNA, RFC, RPA και είτε της λιγάσης Ι (όταν το κύτταρο βρίσκεται στη φάση S του 
κυτταρικού κύκλου), είτε του συμπλόκου λιγάση ΙΙΙ-XRCC1 (19). Στο μονοπάτι TC-
NER, η αναγνώριση της βλάβης προϋποθέτει το σταμάτημα της RNApolII. Η 
πολυμεράση συνεντοπίζεται με τις πρωτεΐνες CSB και CSA (20). Η πρωτεΐνη CSA 
αποτελεί μέρος ενός συμπλόκου Ε3-λιγάση ουβικιτίνης. Η δράση της λιγάσης 
ουβικιτίνης του συμπλόκου ρυθμίζεται από την αλληλεπίδραση της CSA με το 
σύμπλοκο COP9 (CSN). Η CSB είναι μια DNA-εξαρτώμενη ATPαση (22-24). Οι δύο 
αυτές πρωτείνες στρατολογούν τους παράγοντες XAB2 (21) p300, HMGN1 (25) και 
TFIIS (26)(27). Τα επόμενα στάδια επιδιόρθωσης είναι κοινά με αυτά κατά το GG-
NER (28, 29) (Παράρτημα, Εικόνα 1). 

 

1.2 NER Σύνδρομα 

Η σημασία του μηχανισμού NER φαίνεται από το γεγονός ότι μεταλλαγές σε 
πρωτείνες του μονοπατιού οδηγούν σε σοβαρές δυσλειτουργίες, οι οποίες 
κατηγοριοποιούνται σε τρία σύνδρομα: Μελαγχρωματική ξηροδερμία (Xeroderma 
pigmentosum, XP), Σύνδρομο Cockayne (CS) και Τριχοθειοδυστροφεία 
(Trichothiodystrophy, TTD). Το XP οφείλεται σε μεταλλαγές των γονιδίων XP(A-G), 
το CS των CSB και CSA και το TTD του TTDA. Παρά τη διαφορετική αιτιολογία, 
υπάρχουν δύο γονίδια που εμπλέκονται στην εμφάνιση και των τριών συνδρόμων 
(XPB, XPD) (Εικόνα 1). Κοινός παρανομαστής και των τριών αυτών συνδρόμων 
είναι η ευαισθησία σε UV ακτινοβολία, καθώς και η πολύ μεγάλη ετερογένεια των 
συμπτωμάτων που παρουσιάζουν οι ασθενείς. 
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1.2.1. Σύνδρομο Cockayne (CS) 

Το CS ανήκει στην κατηγορία των συνδρόμων προγηρίας. Οφείλεται σε μεταλλαγές 
των πρωτεϊνών του TC-NER υπο-μονοπατιού (CSA, CSB) και ακολουθεί 
αυτοσωμικό, υπολειπόμενο πρότυπο κληρονόμησης (29, 30). Οι ασθενείς με CS 
χαρακτηρίζονται από καθυστερημένη σωματική και νοητική ανάπτυξη, 
υπογοναδισμό, καχεξία, νανισμό, νευρολογικές διαταραχές (απομυελίνωση 
εγκεφαλικού και παρεγκεφαλιδικού φλοιού, απώλεια ή μειωμένη αγωγιμότητα 
νευρώνων), απώλεια ακοής, εκφυλισμό αμφιβληστροειδούς και των κυττάρων 
Purkinje, μικροκεφαλία, καταρράκτη, σκελετικές διαταραχές (κύφωση), χαμηλό 
ποσοστό υποδόριου λίπους, ευαισθησία σε UV ακτινοβολία και μικρή βιωσιμότητα 
(οι ασθενείς ζουν κατά μέσο όρο περίπου 12.5 χρόνια) (31-34, 41). Όλα αυτά τα 
συμπτώματα ξεκινούν μετά τη γέννηση. Το σύνδρομο αυτό, αν και η γενετική του 
βάση είναι συγκεκριμένα γονίδια, παρουσιάζει πολύ μεγάλη ετερογένεια ως προς 
φαινότυπο, την ηλικία στην οποία εμφανίζονται τα συμπτώματα και τη βαρύτητα των 
συμπτωμάτων. Ο κυτταρικός φαινότυπος των ασθενών χαρακτηρίζεται από 
ελαττωματικό TC-NER και από αδυναμία ανάκαμψης σύνθεσης RNA, μετά από 
ακτινοβολία UV. Βάσει της βαρύτητας των συμπτωμάτων και της ηλικίας στην οποία 
εμφανίζονται, το CS μπορεί να διακριθεί σε τρεις υποκατηγορίες (32): 

• CS τύπου Ι : τα πρώτα συμπτώματα ξεκινούν πριν το πρώτο έτος και τα άτομα ζουν 
περίπου μέχρι την ολοκλήρωση της 2ης δεκαετίας, 

• CS τύπου ΙΙ : τα συμπτώματα ξεκινούν πολύ νωρίς και είναι υψηλής βαρύτητας και 
• CS τύπου ΙΙΙ: τα συμπτώματα εμφανίζονται σε μεγαλύτερη ηλικία και είναι πιο ήπια. 

Όπως αναφέρθηκε, το σύνδρομο Cockayne μπορεί να οφείλεται σε μεταλλάξεις είτε 
της πρωτεΐνης CSA, είτε της πρωτεΐνης CSB. Περίπου στο 62% των περιπτώσεων, 
η γενετική βάση του συνδρόμου οφείλεται σε μεταλλάξεις της CSB (32). Γενετικές 
μελέτες σε δείγματα ασθενών έδειξαν ότι οι μεταλλάξεις αυτές μπορεί να είναι 
διαφόρων ειδών, όπως μικρές εισδοχές ή απαλοιφές, αλλαγές στις θέσεις 
ματίσματος, μεταλλάξεις του υποκινητή, πολυμορφισμοί, ανερμηνεύσιμες (nonsense) 
και παρερμηνεύσιμες (missense) μεταλλάξεις (32). Τα σημεία στα οποία γίνονται οι 
μεταλλάξεις δεν εντοπίζονται σε συγκεκριμένα σημεία του γονιδίου, αλλά αντίθετα σε 
όλο το μήκος του. Εξαίρεση σε αυτό αποτελούν οι παρερμηνεύσιμες μεταλλάξεις, οι 
οποίες εντοπίζονται σε ένα συγκεκριμένο τμήμα του γονιδίου, το οποίο αντιστοιχεί σε 
μια λειτουργική περιοχή της πρωτεΐνης. Το αποτέλεσμα σχεδόν όλων των 
μεταλλάξεων είναι η παραγωγή μικρότερου πολυπεπτιδίου. Όσον αφορά τις 
μεταλλάξεις της πρωτεΐνης CSA, αυτές μπορούν επίσης να είναι πολλών ειδών (35). 

Μια διαφορετική κλινική μορφή του CS αποτελεί το Cerebro-oculo-facio-skeletal 
syndrome (COFS) (36). Το σύνδρομο αυτό θεωρείται ως μια πιο βαριά, 
προγεννητική κλινική μορφή του συνδρόμου Cockayne (32). Τα γονίδια που 
ευθύνονται για αυτό το φαινότυπο είναι τα XPD, XPG, ERCC1 και CSB (7). Οι 
ινοβλάστες των ασθενών δεν μπορούν να διακριθούν φαινοτυπικά από αυτούς των 
ασθενών με CS. Τα κύρια χαρακτηριστικά του συνδρόμου αυτού περιλαμβάνουν 
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εγκεφαλικές και οπτικές διαταραχές, εγκεφαλική ατροφία, υποπλασία του τυλώδους 
σώματος, νοητική καθυστέρηση, καταρράκτη, συσπάσεις και σταδιακή καθυστέρηση 
σωματικής ανάπτυξης (36-38). Το κληρονομικό πρότυπο του συνδρόμου είναι 
αυτοσωμικό υπολειπόμενο. 

Τέλος, μια ήπια μορφή του CS είναι το UVSS (UV-sensitive syndrome). Το 
σύνδρομο αυτό χαρακτηρίζεται από φωτοευαισθησία του δέρματος, ξηροδερμία, 
τηλαγγειεκτασία και δυσχρωμίες αλλά τα άτομα δεν παρουσιάζουν νευρολογικές και 
αναπτυξιακές διαταραχές (32, 39). Σε αντίθεση με τις περισσότερες περιπτώσεις του 
συνδρόμου Cockayne, όπου οι μεταλλαγές του γονιδίου της CSB δίνουν μια 
μικρότερη πρωτεΐνη, στο UVSS δεν παράγεται καθόλου CSB, πιθανώς σε μεταλλαγή 
στην περιοχή του υποκινητή (20, 32, 39). Ίσως η έλλειψη της πρωτεΐνης οδηγεί σε 
ηπιότερη παθολογία, γιατί η μικρότερη μορφή της που παρατηρείται στο CS είναι 
τοξική για τα κύτταρα.  

 

1.2.2 Μελαγχρωματική Ξηροδερμία (XP) 

Το σύνδρομο αυτό είναι μια κληρονομήσιμη διαταραχή που ακολουθεί το πρότυπο 
αυτοσωμικού υπολειπόμενου χαρακτήρα. Οφείλεται σε μεταλλάξεις 7 γονιδίων που 
κωδικοποιούν πρωτείνες του μηχανισμού NER (XPA-XPG). Επίσης, η γενετική βάση 
μπορεί να είναι μεταλλαγές στο γονίδιο XPV, που οδηγεί σε μια μεταλλαγμένη μορφή 
της DNApol η, που είναι απαραίτητη για σύνθεση DNA όταν αυτό έχει υποστεί 
αλλοιώσεις λόγω UV (40) Τα κύρια χαρακτηριστικά του συνδρόμου περιλαμβάνουν 
δυσχρωμίες στο δέρμα μετά από έκθεση στον ήλιο, υψηλή ευαισθησία στην ηλιακή 
ακτινοβολία, γενικότερα, και αυξημένη προδιάθεση για εμφάνιση καρκίνου του 
δέρματος, περίπου κατά 2000 φορές (41). Σε μικρότερη συχνότητα παρουσιάζονται 
νευρολογικές διαταραχές (νευροεκφυλισμός) και καθυστερημένη ανάπτυξη (41). Ο 
κυτταρικός φαινότυπος των ασθενών χαρακτηρίζεται από βλάβες τόσο στο GG-NER, 
όσο και στο TC-NER, με εξαίρεση τις περιπτώσεις όπου η παθολογία οφείλεται σε 
μεταλλάξεις των γονιδίων των XPC και XPE, όπου η βλάβη περιορίζεται μόνο στο 
GG-NER. Μια περίπτωση συνδρόμου XP που παρουσιάζει σοβαρές νευρολογικές 
ανωμαλίες και νανισμό είναι το σύνδρομο DeSanctis-Cacchione (DSC), στο οποίο τα 
άτομα φέρουν μεταλλάξεις στα γονίδια XPA ή XPD και CSB (42, 43). Τέλος, κάποιοι 
ασθενείς παρουσιάζουν ταυτόχρονα, τόσο τις δερματικές παθήσεις και αυξημένη 
προδιάθεση για καρκίνο του δέρματος, που χαρακτηρίζουν το XP, όσο και 
συμπτώματα του CS, όπως αποκόλληση αμφιβληστροειδούς, νανισμό, 
υπογοναδισμό, απομυελίνωση και ασβεστοποίηση των βασικών γαγγλίων (44-47). 
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 1.2.3 Τριχοθειοδυστροφία (TTD) 

Η τριχοθειοδυστροφία είναι επίσης ένα σύνδρομο ελαττωματικού NER μηχανισμού 
που ακολουθεί αυτοσωμικό υπολειπόμενο πρότυπο κληρονόμησης (48) και, όπως 
και το CS, ανήκει στην κατηγορία των συνδρόμων προγηρίας. Σχετίζεται με άλλα 
σύνδρομα, όπως τα: Pollitt, Tay, Amish brittle hair, Marinesco-Sjögren και Sabinas 
syndromes, των οποίων το κύριο χαρακτηριστικό είναι τα εύθραυστα μαλλιά λόγω 
έλλειψης θείου(28). Άλλα χαρακτηριστικά του συνδρόμου είναι το μεγάλο εύρος 
νευρολογικών διαταραχών, αναπτυξιακές διαταραχές, νοητική καθυστέρηση, κοντό 
ανάστημα, ιχθύωση, οφθαλμολογικές διαταραχές, υψηλή ευαισθησία σε μολύνσεις, 
απώλεια υποδόριου λίπους, μικρή διάρκεια ζωής και φωτοευαισθησία (30, 41, 50). 
Τα γονίδια που φέρουν μεταλλάξεις είναι τα XPB, XPD και TTDA και οι βλάβες 
εντοπίζονται τόσο στο μηχανισμό GG-NER, όσο και στον TC-NER. Οι μεταλλάξεις 
αυτές έχουν ως κοινό αποτέλεσμα την αποσταθεροποίηση της αλληλεπίδρασης 
TFIIH-XPB-XPD, που είναι απαραίτητη για τη σωστή επιδιόρθωση από το 
μηχανισμό NER (το γονίδιο TTDA κωδικοποιεί την p8 υπομονάδα του TFIIH) (49). 
Και σε αυτήν την περίπτωση τα συμπτώματα και η σοβαρότητά τους παρουσιάζουν 
πολύ μεγάλη ετερογένεια (50). Υπάρχουν δύο κατηγορίες ασθενών με TTD: στη μια 
ανήκουν ασθενείς που παρουσιάζουν φωτοευαισθησία και βλάβες στο μηχανισμό 
NER, ενώ στην άλλη οι ασθενείς δεν χαρακτηρίζονται από φωτοευαισθησία και 
βλάβες κατά την επιδιόρθωση του DNA (30). Με εξαίρεση την φωτοευαισθησία, τα 
υπόλοιπα συμπτώματα της τριχοθειοδυστροφίας παραπέμπουν περισσότερο σε 
βλάβες της μεταγραφής, παρά σε συνέπειες της απενεργοποίησης του 
επιδιορθωτικού μηχανισμού. 

 

1.2.4 Ζωικά μοντέλα μελέτης των συνδρόμων NER 

Γενετικά τροποποιημένα ποντίκια (knock-ins, knock-outs, διαγονιδιακά) έχουν 
αποδειχθεί πολύ σημαντικά για τη μελέτη της παθογένειας πολλών διαταραχών, 
συμπεριλαμβανομένων και των συνδρόμων NER. Παρ’ όλα αυτά, αν και έχουν 
δημιουργηθεί αρκετές σειρές ποντικών που φέρουν μεταλλαγές αντίστοιχες των 
ασθενών με XP, CS, TTD, δεν εμφανίζουν τον ίδιο φαινότυπο με αυτούς (Πίνακας 
1). Συγκεκριμένα, υπάρχουν μοντέλα ποντίκια Xpc-/- (112, 113), HR23B-/-(115), Xpa-/-

(95, 113, 114), Csb-/-(72, 95), Csa-/-(73), XpdTTD/TTD(116), XpdXPCS(44), XpgΕ791Α/Ε791Α 

(με μεταλλαγή που οδηγεί σε απώλεια της ενδονουκλεολυτικής ικανότητας)(118), 
XpgD811stop/D811stop (από το οποίο έχει αφαιρεθεί η συντηρημένη C-τελική περιοχή) 

(117), καθένα από τα οποία μιμείται τις μεταλλαγές ασθενών του αντίστοιχου 
συνδρόμου.  
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Πίνακας 1: Ζωικά μοντέλα NER συνδρόμων  

Ζωικό Μοντέλο Απώλεια 
μηχανισμού 
 (GG- ή TC-

NER) 

Ευαισθησία 
σε UV 

Προδιάθεση 
για καρκίνο 

Βιωσιμότητα  Φαινότυπος 

Xpc-/- GG-NER + + Χαμηλή  
Xpa-/- GG-NER+ 

TC-NER 
+ + Ελαφρώς 

μειωμένη  
 

HR23B-/- GG-NER 
- 

- ? Πολύ 
χαμηλή/Μη 

βιώσιμο 

Καθυστερημένη 
ανάπτυξη, δυσμορφίες 
προσώπου, στειρότητα 

Xpg-/- TC-NER + ? Πολύ χαμηλή 
(max 3 

εβδομάδες) 

Ατροφικά κύτταρα 
Purkinje, καθυστερημένη 
ανάπτυξη, νευρολογικές 

διαταραχές 
XpgΕ791Α/Ε791Α TC-NER + Δεν έχει 

αναφερθεί 
Κανονική Φυσιολογική ανάπτυξη 

XpgD811stop/D811stop TC-NER + - Χαμηλή Καθυστερημένη 
ανάπτυξη 

XpdXPCS GG-NER + 
TC-NER  

+ + Χαμηλή Καθυστερημένη 
ανάπτυξη, αταξία, 

καχεξία 
XpdTTD/TTD GG-NER + 

TC-NER 
+ + Χαμηλή Πρόωρη γήρανση, 

αναιμία, εύθραυστα 
μαλλιά,  αταξία, καχεξία, 
δερματικές ανωμαλίες 

Xpf-/- GG-NER + 
TC-NER 

+ ? Πολύ χαμηλή 
(max 3 

εβδομάδες) 

Καθυστερημένη 
ανάπτυξη, κύφωση, 

δυστονία, αταξία, 
νευροεκφυλισμός, 

ηπατική ανεπάρκεια, 
πολυπλοειδία σε ηπατικά 

κύτταρα, πρόωρη 
γήρανση 

Ercc1-/- GG-NER + 
TC-NER 

+ ? Πολύ χαμηλή 
(max 4 

εβδομάδες) 

Καθυστερημένη 
ανάπτυξη, κύφωση, 

δυστονία, αταξία, 
νευροεκφυλισμός, 

ηπατική ανεπάρκεια, 
πολυπλοειδία σε ηπατικά 

κύτταρα, πρόωρη 
γήρανση 

Csb-/- TC-NER + - Κανονική Εκφυλισμός 
αμφιβληστροειδούς, 

συμπτώματα του CS σε 
πολύ ήπια μορφή 

Csa-/- TC-NER + - Κανονική Εκφυλισμός 
αμφιβληστροειδούς, 

συμπτώματα του CS σε 
πολύ ήπια μορφή  

Csb-/- Xpa-/- GG-NER + 
TC-NER 

+ ? Πολύ χαμηλή 
(~3 

εβδομάδες) 

Αναπτυξιακά και 
νευρολογικά προβλήματα 

(κύφωση, αταξία, 
εκφυλισμός 

αμφιβληστροειδούς) 
XpdXPCS Xpa-/- GG-NER + 

TC-NER 
+ ? Πολύ χαμηλή 

(~3 
εβδομάδες) 

Εκφυλισμός/ατροφία 
κυττάρων Purkinje, 

αταξία 
XpgD811stop/D811stop Xpa-/- GG-NER + 

TC-NER 
+ ? Πολύ χαμηλή Αναπτυξιακά και 

νευρολογικά προβλήματα 
XpdTTD/TTD Xpa-/- GG-NER + 

TC-NER 
+ ? Πολύ χαμηλή 

(φυσιολογική 
εμβρυική 

ανάπτυξη) 

Οστεοπόρωση, κύφωση, 
νευρολογικές διαταραχές 
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Τα περισσότερα από τα παραπάνω μοντέλα δεν παρουσιάζουν την ίδια βαρύτητα 
συμπτωμάτων με αυτή των ασθενών. Επίσης, υπάρχουν διαφορές μεταξύ του 
φαινοτύπου των ποντικών και των ασθενών. Για παράδειγμα, τα ποντίκια με CS 
εμφανίζουν προδιάθεση για ανάπτυξη καρκίνου, σε αντίθεση με τους ανθρώπους. 
Αυτό ίσως υποδεικνύει τη διαφορετική αποτελεσματικότητα του GG-NER να 
επιδιορθώνει βλάβες μεταξύ των δύο ειδών. Η εμφάνιση πολλών χαρακτηριστικών 
των συνδρόμων παρατηρείται σε διπλά μεταλλάγματα, στα οποία συνδυάζεται 
βλάβη τόσο στο GG-NER, όσο και στο TC-NER. Τέτοια παραδείγματα είναι τα Csb-/- 
Xpa-/-(119), XpdTTD/TTD Xpa-/-(120), XpdXPCS Xpa-/- (121), XpgD811stop/D811stop Xpa-/-

(122). Η μόνες περιπτώσεις απλών μεταλλαγμάτων που προσεγγίζουν το φαινότυπο 
των ασθενών  είναι τα Ercc1-/-(123), Xpf-/-(124) και   Xpg-/-(117) . Τα ποντίκια αυτά 
χαρακτηρίζονται από καθυστερημένη ανάπτυξη, συμπτώματα πρόωρης γήρανσης 
σε πολλά όργανα, νευρολογικές διαταραχές (αταξία, αστάθεια) και πρόωρο θάνατο. 
Τα μοντέλα αυτά είναι ένα χρήσιμο εργαλείο για την απάντηση πολλών ερωτημάτων, 
όπως το ότι δεν υπάρχει άμεση συσχέτιση του γενετικού υποβάθρου και της κλινικής 
εικόνας των ασθενών, καθώς και ότι η βλάβη στους μηχανισμούς επιδιόρθωσης δεν 
αρκεί για να δικαιολογήσει όλα τα συμπτώματα (αναπτυξιακές/νευρολογικές 
διαταραχές). Η απάντηση ίσως βρίσκεται σε ρόλους των πρωτεϊνών NER σε άλλα 
μονοπάτια πέραν της επιδιόρθωσης, όπως για παράδειγμα στη μεταγραφή, όπως 
θα αναλυθεί παρά κάτω. 

 

1.3. CSB 

Το γονίδιο της ανθρώπινης  CSB κλωνοποιήθηκε το 1990, χάρη στην ικανότητά του 
να αναιρεί το φαινότυπο της μεταλλαγμένης κυτταρικής σειράς UV61, που 
προέρχονταν από χάμστερ και παρουσίαζαν υψηλή ευαισθησία στην ακτινοβολία UV 
(51). Τα επόμενα χρόνια μελετήθηκε ακόμη περισσότερο (52, 53). 

1.3.1 Δομική Ανάλυση 

Το γονίδιο της ανθρώπινης CSB βρίσκεται στο χρωμόσωμα 10q11. Η πρωτεΐνη που 
κωδικοποιεί έχει 1493 αμινοξέα και μοριακό βάρος 168kDa (51-53).  Περιέχει (i) μια 
όξινη περιοχή, που αποτελείται από πολλά φορτισμένα αμινοξέα, (ii) μια περιοχή 
πλούσια σε κατάλοιπα γλυκίνης, (iii) μια κεντρική περιοχή, πολύ συντηρημένη,  
αποτελούμενη από εφτά επικράτειες ελικασών, (iv) 2 περιοχές σηματοδότησης για 
πυρηνικό εντοπισμό (NLS), (v) μια επικράτεια αναγνώρισης και δέσμευσης 
νουκλεοτιδίων (nucleotide binding domain, NBD) και (vi) μια επικράτεια αναγνώρισης 
ουβικιτίνης (ubiquitin binding domain, UBD) (52,53). Τέλος, έχει βρεθεί ότι η 
πρωτεΐνη περιέχει θέσεις φωσφορυλίωσης, 2 από τις οποίες βρίσκονται μέσα στις 
περιοχές NLS (58, 59) (Εικόνα 2). 
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1.3.2 Λειτουργική Ανάλυση 

Λόγω της κεντρικής περιοχής της, που περιέχει τις επικράτειες ATPασης, η CSB έχει 
χαρακτηριστεί ως μέλος της οικογένειας DNA-εξαρτώμενων-ATPασών SWI/SNF2 
(53-55). Η κατηγορία αυτή περιλαμβάνει πρωτείνες που δρουν στη μεταγραφική 
ρύθμιση, αναδιαμόρφωση της χρωματίνης και επιδιόρθωση του DNA, λόγω της 
ικανότητάς τους να διασπούν αλληλεπιδράσεις μεταξύ πρωτεϊνών και μεταξύ DNA-
πρωτεϊνών (56, 57). Η μελέτη της λειτουργίας της CSB έχει γίνει κυρίως μέσα από 
παρατήρηση του φαινοτύπου που προκαλεί η έλλειψή της σε κυτταρικές σειρές 
(κύτταρα από χάμστερ, SV40-μετασχηματισμένους ανθρώπινους ινοβλάστες, 
κύτταρα ασθενών με σύνδρομο Cockayne) και στα μοντέλα οργανισμούς, από in 
vitro πειράματα, καθώς και από μεταλλαγές της αλληλουχίας της και παρατήρηση 
του αντίστοιχου φαινοτύπου. 

Η CSB εντοπίζεται στον πυρήνα (59, 64), αλλά και στον πυρηνίσκο (65). Είναι 
απαραίτητος παράγοντας για λειτουργικό TC-NER μονοπάτι, όπως έχει δειχθεί τόσο 
από in vitro (60), όσο και από in vivo (61) πειράματα. Όπως θα αναλυθεί παρακάτω, 
η πρωτεΐνη αυτή έχει συσχετισθεί και με άλλες κυτταρικές λειτουργίες, εκτός από το 
μονοπάτι εκτομής νουκλεοτιδίων, γεγονός που δικαιολογεί και τον πολύπλοκο και 
μεγάλης ετερογένειας φαινότυπο του συνδρόμου Cockayne (Παράρτημα, Εικόνα 
2). 

• CSB ως παράγοντας αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης 

Ως μέλος της οικογένειας SWI/SNF2, η CSB δρα ως DNA-εξαρτώμενη-ATPαση. 
Aυτή η λειτουργία της ρυθμίζεται από πολλούς παράγοντες, όπως από 
αποφωσφορυλίωση της πρωτεΐνης (59) και ομοδιμερισμό της, μέσω της κεντρικής 
επικράτειάς της (66). Έχει την ικανότητα να προσδένεται στο DNA και να 
αλληλεπιδρά με τις N-term ουρές των ιστονών (63). Μεταβάλλοντας τις 
αλληλεπιδράσεις μεταξύ DNA και ιστονών, όπως και των ιστονών μεταξύ τους, 
οδηγεί σε αναδιαμόρφωση της χρωματινικής δομής. Ο μηχανισμός αυτός εξαρτάται 
από την υδρόλυση του ATP (62, 63, 67). Η αναδιαμόρφωση της χρωματίνης από τη 
CSB συμβαίνει και ανεξάρτητα από το αν το DNA έχει υποστεί κάποια αλλοίωση στη 
δομή του πχ. λόγω UV (68). Αυτό που αναγνωρίζει η CSB ως υπόστρωμα είναι το 
δίκλωνο DNA, και ιδιαίτερα αυτό που φέρει μια ανοιχτή δομή που προσομοιάζει αυτή 
που διορθώνεται από το μηχανισμό NER και οδηγεί σε παύση της μεταγραφής (59). 

356   394                                           527                              SNF2-like 
                                                                                          helicase Domain                     

1 950                                                                 1400    1428            1493

Εικόνα 2: Σχηματική αναπαράσταση της ανθρώπινης πρωτεΐνης CSB. Α=όξινη περιοχή,G=περιοχή πλούσια σε 
κατάλοιπα γλυκίνης, NLS= αλληλουχία εισόδου στον πυρήνα, I-VI και IA=επικράτειες ελικάσης/ATPασης, NTB= 
επικράτεια αναγνώρισης και δέσμευσης νουκλεοτιδίων, UBD=επικράτεια αναγνώρισης και δέσμευσης ουβικιτίνης. 



 
 

 
11 

 

Ο προσδιορισμός των περιοχών της CSB που είναι απαραίτητες για την 
λειτουργικότητά της ως ATPαση έχει γίνει με μεταλλάξεις του γονιδίου της 
πρωτεΐνης, κάθε φορά σε διαφορετική επικράτεια. Όσων αφορά την περιοχή NBD, 
φαίνεται να είναι πολύ σημαντική για την in vivo λειτουργικότητα της CSB, καθώς 
απώλειά της οδηγεί σε απώλεια της δράσης ATPασης (22). Σημειακές μεταλλάξεις 
σε κάθε ένα από τα 7 μοτίβα ελικασών έχουν δείξει ότι αυτά που είναι πιο 
καθοριστικά για την λειτουργικότητα της CSB είναι τα Ι και ΙΙ (22, 59), καθώς επίσης 
και τα V και VI (59). Τέλος, η N-τελική περιοχή της CSB είναι απαραίτητη για την 
αρνητική ρύθμιση της πρόσδεσης της CSB στην χρωματίνη. 

Πρέπει να αναφερθεί ότι η δράση της CSB ως ATPαση είναι καίριας σημασίας, όχι 
μόνο για την αναδιαμόρφωση της χρωματίνης, αλλά και για τη συμμετοχή της σε 
άλλες κυτταρικές λειτουργίες (απώλεια αυτής της λειτουργίας οδηγεί σε βλάβες 
επιδιόρθωσης, μεταγραφής κλπ) (69, 70). 

• CSB στο μονοπάτι NER 

Η CSB είναι απαραίτητος παράγοντας του μονοπατιού TC-NER (58, 71) και αυτός 
είναι και ο λόγος που ο χαρακτηριστικός φαινότυπος κυττάρων που δεν έχουν 
λειτουργική CSB περιλαμβάνει την υψηλή ευαισθησία σε UV ακτινοβολία, η οποία 
δημιουργεί τις βλάβες που επιδιορθώνονται από το NER μηχανισμό (72, 73). Η 
βλάβη δεν περιορίζεται μόνο στο TC-NER, αλλά γενικά στην επιδιόρθωση 
συζευγμένης με τη μεταγραφή (transcription- coupled repair, TCR) (23, 72). Αυτό 
οδηγεί στη χαρακτηριστική αδυναμία των κυττάρων να εμφανίσουν κανονικά επίπεδα 
σύνθεσης RNA μετά από έκθεση σε UV ακτινοβολία. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η CSB συμμετέχει στο στάδιο αναγνώρισης της 
βλάβης, μετά από το σταμάτημα της RNA polII (27, 74). Η αλληλεπίδραση έχει φανεί 
και από μελέτες in vivo και in vitro, όπου η CSB συμμετείχε σε σύμπλοκα της 
RNApolII (53, 64, 75). Συγκεκριμένα, η αναγνώριση γίνεται και όταν η πολυμεράση 
είναι υποφωσφορυλιωμένη κατά την εκκίνηση της μεταγραφής, αλλά κυρίως όταν 
είναι στην υπερφωσφορυλιωμένη της μορφή, κατά την μεταγραφή (64, 76). Μετά 
από αυτό, η CSB είναι απαραίτητη για τη στρατολόγηση και των NER παραγόντων 
(27,60, 68, 77) συμπεριλαμβανομένων των CSA-DDB1 E3 ubiquitin ligase complex, 
TFIIH, XPG (65, 78), RPA, XPA, XPF, XPB (65), XPD (65). Εκτός από τους 
παράγοντες αυτούς, η CSB αλληλεπιδρά και με παράγοντες αναδιαμόρφωσης της 
χρωματίνης, όπως είναι η ακετυλοτρανσφεράση ιστονών p300 (79, 80) και, μέσω της 
CSA,  με τις HMGN1, XAB2 (21), TFIIS. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές, και ιδιαίτερα η 
αλληλεπίδραση της CSB με την XPG και τον TFIIH, όπως επίσης και η 
αποφωσφορυλίωση της CSB μετά από ακτινοβολία UV (59), αυξάνει τη 
δραστικότητα ATPασης και συντελούν στην αλλαγή διαμόρφωσης των 
αλληλεπιδράσεων της RNApolII με το DNA. Έτσι η βλάβη καθίσταται προσβάσιμη 
για τους επιδιορθωτικούς παράγοντες (20, 60, 63, 81, 82). Η αλλαγή σε αυτήν την 
αλληλεπίδραση δε συνεπάγεται την απομάκρυνση της RNApolII από το DNA (54). 
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Πειράματα που έγιναν έχουν αναφέρει την UBD επικράτεια της CSB ως σημαντική 
για την επαγωγή της εκτομής της βλάβης (60, 83), παρά το γεγονός ότι η έλλειψή της 
δεν επηρεάζει τη δράση ATPασης και τη συγκρότηση του συμπλόκου NER στην 
περιοχή της βλάβης. Ο φαινότυπος που προκύπτει από την έλλειψη της UBD είναι η 
αδυναμία έναρξης RNA σύνθεσης μετά από UV, καθώς και η μειωμένη 
στρατολόγηση RNApolII στους υποκινητές (83). Αυτό πιθανώς να σημαίνει ότι πολλά 
μόρια πολυμεράσης έχουν «κολλήσει» σε βλάβες που δεν μπόρεσαν να 
διορθωθούν. 

Η ρύθμιση της δράσης της CSB στο μονοπάτι καθορίζεται τόσο από την 
ενεργοποίηση άλλων ρυθμιστικών παραγόντων όσο και από μετα-μεταφραστικές 
τροποποιήσεις της, μετά από UV ακτινοβολία. Για παράδειγμα, το σύμπλοκο CSA-
DDB1 ουβικιτινιλιώνει την CSB σε επόμενα στάδια της επιδιόρθωσης. Με αυτόν τον 
τρόπο η CSB σημαίνεται για αποικοδόμηση από το πρωτεάσωμα, ώστε να μπορέσει 
η πολυμεράση να συνεχίσει τη μεταγραφή (84). 

Η απώλεια της CSB και κατ’ επέκταση λειτουργικού NER, έχει συσχετιστεί και με 
σταμάτημα του κυτταρικού κύκλου (senescence) ή/και αυξημένα ποσοστά 
απόπτωσης. Πιθανώς και αυτός να είναι και ο λόγος για τη μη προδιάθεση 
ανάπτυξης καρκίνου στους CS ασθενείς. Το μονοπάτι απόπτωσης που ακολουθείται 
δεν εξαρτάται από τον παράγοντα p53 (85, 87-89), με τον οποίο η CSB έχει φανεί να 
αλληλεπιδρά (86). Λόγω του ότι το σταμάτημα της μεταγραφής επάγει τον κυτταρικό 
θάνατο και του ότι η CSB προστατεύει από αυτό το σταμάτημα, έχει προταθεί ότι η 
CSB έχει αντι-αποπτωτικό ρόλο ως απόκριση σε UV ακτινοβολία(87, 90). 

• CSB ως γενικός επιδιορθωτικός παράγοντας 

Η πρόταση ότι η CSB μπορεί να λειτουργεί ωε ένας γενικός επιδιορθωτικός 
παράγοντας προέκυψε μετά από παρατήρηση του κυτταρικού φαινοτύπου όταν αυτή 
δεν λειτουργούσε. Τα κύτταρα αυτά ήταν ευαίσθητα, εκτός από UV ακτινοβολία, σε 
ακτινοβολία IR, σε χημικά μεταλλαξιγόνα όπως 4-NQO και NA-AAF, τα οποία 
οδηγούν σε θραύσεις του ενός ή και των δύο κλώνων του DNA και σε οξειδωτικό 
στρες (69, 91, 92). Για το λόγο αυτό, μελετήθηκε ο ρόλος της CSB στην επιδιόρθωση 
βλαβών που προκαλούνται από IR ακτινοβολία και επιδιορθώνονται από το 
μηχανισμό εκτομής βάσης (base excision repair, BER) (93).  

Αρχικά, παρατηρήθηκε ο φαινότυπος των κυττάρων που δεν παρήγαγαν λειτουργική 
CSB, ως προς την απόκρισή τους σε οξειδωτικό στρες. Τα κύτταρα αυτά δεν είχαν 
λειτουργικό BER μονοπάτι  (94) και αυτό αποδόθηκε σε δύο πιθανά ενδεχόμενα. 
Είτε ότι η CSB αλληλεπιδρά άμεσα με πρωτείνες του μονοπατιού και αυτές οι 
αλληλεπιδράσεις χάνονται, είτε ότι η έλλειψη της CSB έχει ως αποτέλεσμα τα 
μειωμένη επίπεδα μεταγραφής πρωτεϊνών του μονοπατιού. Το δεύτερο σενάριο 
επιβεβαιώθηκε από το γεγονός ότι σε CSB-/-  ποντίκια, τα επίπεδα της 
μιτοχονδριακής πρωτεΐνης του BER, OGG1, ήταν μειωμένα (95). Επιπροσθέτως, τα 
κύτταρα των ποντικών αυτών ήταν ευαίσθητα σε τοξικούς παράγοντες των 
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μιτοχονδρίων και αυξημένα επίπεδα μη επιδιορθωμένης 8-oxo-dG στο 
μιτοχονδριακό DNA (96).  

Η άμεση αλληλεπίδραση της CSB με πρωτείνες του μονοπατιού BER μελετήθηκε 
επίσης. Η CSB βρέθηκε να συμμετέχει σε σύμπλοκο που περιελάμβανε 
μιτοχονδριακό DNA και την πρωτεΐνη OGG1 (97, 98). Η αλληλεπίδραση αυτή, όμως 
φάνηκε να είναι έμμεση (98), σε αντίθεση με την αλληλεπίδραση της CSB με άλλες 
πρωτείνες του μονοπατιού και συγκεκριμένα με την APE-1 (99) και PARP1 (100, 
101). 

Για όλες αυτές τις αλληλεπιδράσεις, αλλά και για την επιδιόρθωση των 8-oxo-dG και 
8-oxo-dA, ήταν σημαντική η ακεραιότητα των επικρατειών της CSB, ATPase motif V 
και VI (92, 102). Παρ’ όλα αυτά, αρκετά στοιχεία για τη συμμετοχή και το ρόλο της 
CSB στο BER μένουν να μελετηθούν, καθώς υπάρχει η υπόθεση ότι φαινότυποι του 
CS, όπως ο νευροεκφυλισμός, οφείλονται σε αυτό το ρόλο της. 

• Η CSB στην μεταγραφή 

Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, ο φαινότυπος που χαρακτηρίζει τα κύτταρα με 
έλλειψη σε λειτουργική CSB είναι η αδυναμία επανεκκίνησης του φυσιολογικού 
προγράμματος σύνθεσης RNA. Επίσης, τα συμπτώματα του CS δεν αντιστοιχούν 
και δεν μπορούν να δικαιολογηθούν μόνο από βλάβη στους μηχανισμούς 
επιδιόρθωσης. Αυτά τα δύο στοιχεία οδήγησαν στην διατύπωση της υπόθεσης ότι το 
σύνδρομο Cockayne δεν είναι μόνο σύνδρομο επιδιόρθωσης, αλλά κατά βάση, ένα 
σύνδρομο μεταγραφής (103, 104). Η άποψη αυτή ενισχύθηκε αργότερα, όταν η CSB 
βρέθηκε ότι επηρεάζει τα επίπεδα μεταγραφής γονιδίων, τόσο μετά από στρες (UV, 
IR, υποξία), όσο και υπό φυσιολογικές συνθήκες, μετά από πρόσδεση με κάποιον 
μεταγραφικό συμπαράγοντα συγκεκριμένου γονιδίου (68, 105, 106). Χαρακτηριστικό 
παράδειγμα είναι η ενεργοποίηση της μεταγραφής γονιδίων-στόχων πυρηνικών 
υποδοχέων από σύμπλοκα που περιέχουν παράγοντες NER (110, 111).Επίσης, η 
CSB, απουσία βλάβης, μπορούσε να αναδιαμορφώσει τη χρωματίνη (68). Έτσι η 
CSB χαρακτηρίστηκε ως μεταγραφικός συμπαράγοντας (64, 75, 76, 86, 104). Αυτό 
ενισχύθηκε και από τη διαπίστωση ότι και η ομόλογη της CSB στη ζύμη (RAD26) 
συμμετέχει στη διατήρηση υψηλών μεταγραφικών επιπέδων, χωρίς να έχει 
προηγηθεί έκθεση σε κάποιον μεταλλακτικό παράγοντα (107, 108). 

Ένα επιπλέον στοιχείο ήταν ότι η CSB, εκτός από την RNApolII, βρέθηκε σε 
σύμπλοκα της RNApolI (58, 65, 109) και RNApolIII (58, 86). Ο ρόλος που θα 
μπορούσε να έχει η CSB στη μεταγραφή είναι η αναδιαμόρφωση της χρωματίνης, 
ως μέλος της οικογένειας SWI/SNF2. Αυτό υποστηρίχτηκε και από τους Newman et 
al., οι οποίοι παρατήρησαν ότι οι αλλαγές στη μεταγραφή λόγω έλλειψης της CSB 
είχε ίδιο πρότυπο  με αυτές που προκαλούνταν από παράγοντες που διατάρασσαν 
τη δομή της χρωματίνης (68). Η μελέτη των Newman et al. έδειξε ότι η CSB 
επηρεάζει τα επίπεδα έκφρασης συγκεκριμένων ομάδων γονιδίων, είτε θετικά, είτε 
αρνητικά. (68). Συγκεκριμένα, μεταξύ αυτών που επάγονται από τη CSB ήταν 
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γονίδια οξειδωτικού μεταβολισμού, κυτταρικού πολλαπλασιασμού, ανοσολογικής 
απόκρισης και επιδιόρθωσης του DNA. Αντίθετα, τα γονίδια που καταστέλλονται από 
τη CSB είναι, μεταξύ άλλων, ογκοκατασταλτικά γονίδια και αναστολείς ανάπτυξης. 
Επίσης, για πολλά από αυτά τα γονίδια που ρυθμίζονται από τη CSB είναι γνωστό 
ότι ρυθμίζονται από παράγοντες που επηρεάζουν τη δομή της χρωματίνης 
(αναστολείς απακετυλασών ιστονών, HDAC inhibitors). Τέλος, αξίζει να σημειωθεί 
ότι η CSB, μαζί με άλλους παράγοντες του μονοπατιού NER σχηματίζουν ένα 
σύμπλοκο που εντοπίζεται στους υποκινητές γονιδίων, χωρίς να έχει επαχθεί κάποια 
βλάβη, παρά μόνο επαγωγή της μεταγραφής (110). Το σύμπλοκο αυτό ήταν 
διαφορετικό από αυτό που σχηματίζουν οι παράγοντες NER για επιδιόρθωση, 
καθώς αυτό ήταν ευαίσθητο σε αναστολείς της μεταγραφής και στρατολογούταν στον 
υποκινητή και όχι σε πιο απομακρυσμένες περιοχές, όπως συμβαίνει με το 
σύμπλοκο επιδιόρθωσης. Μια ακόμη διαφορά με αυτό το σύμπλοκο είναι ότι η CSB 
δεν είναι απαραίτητη για τη συγκρότησή του. 

 

1.4 Σκοπός της πτυχιακής εργασίας 

Όλα αυτά τα στοιχεία που έχουν μελετηθεί για κάθε μια πρωτεΐνη του επιδιορθωτικού 
μηχανισμού NER δεν έχουν καταφέρει ακόμη να δικαιολογήσουν τον πολύπλοκο 
φαινότυπο των NER συνδρόμων. Στα πλαίσια της διπλωματικής εργασίας, σκοπός 
ήταν η κλωνοποίηση του γονιδίου Csb, με τέτοιο τρόπο ώστε να προκύψει πρωτεΐνη 
CSB που φέρει στο Ν-τελικό της άκρο ένα πεπτίδιο (tag) με το οποίο θα μπορεί να 
ανιχνευθεί, αλλά και να απομονωθεί μαζί με τα πρωτεϊνικά σύμπλοκα στα οποία 
συμμετέχει. Τα σύμπλοκα αυτά, στη συνέχεια, θα μπορούσαν να αναλυθούν και να 
δώσουν σημαντικές πληροφορίες για τις λειτουργίες τις οποίες διαθέτει η πρωτεΐνη 
CSB. Έτσι, ο στόχος ήταν η γονιδιακή αυτή κατασκευή να εισαχθεί και να εκφραστεί 
σε κυτταρικές σειρές, και μάλιστα σε εμβρυικούς ινοβλάστες (mouse embryonic 
fibroblasts, MEFs) οι οποίοι αποτελούν primary κύτταρα, που έχουν παρθεί από 
έμβρυα 13 ημερών και δεν έχουν υποστεί αθανατοποίηση. Ως αποτέλεσμα, το 
σύστημα αυτό, αν και in vitro, θα προσεγγίζει αρκετά τις βιολογικές διαδικασίες in 
vivo.  

Το γονίδιο της CSB προήλθε από ποντίκια, όμως δεν υπάρχει αντίσωμα έναντι της 
ποντικίσιας CSB. Έτσι, παράλληλα με την κατασκευή της “σημασμένης” CSB, 
κλωνοποιήθηκε το ίδιο γονίδιο με τέτοιο τρόπο, ώστε να εκφραστεί ετερόλογα, σε 
βακτήρια. Η πρωτεΐνη που παράχθηκε από τα βακτήρια απομονώθηκε και 
καθαρίστηκε, ώστε να σταλθεί για ανοσοποίηση κουνελιών, και να παραχθεί ένα 
πολυκλωνικό anti-mouse CSB αντίσωμα. Έτσι, θα υπάρξουν δύο τρόποι ανίχνευσης 
και απομόνωσης της CSB, κάτι που εκτός από ευκολία προσφέρει και ένα ακόμη 
έλεγχο των αποτελεσμάτων. 
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

Με τη μέθοδο αυτή, δίνεται η δυνατότητα πολλαπλασιασμού ενός συγκεκριμένου 
τμήματος DNA, in vitro. Η αντίδραση γίνεται σε τελικό όγκο 50μl και περιλαμβάνει: 

• 5μl cDNA 
• 10μl Phusion HF buffer (5x) (περιέχει την απαραίτητη ποσότητα MgCl2) 
• 1μl dNTPs (10mM) 
• 2μl primer F (10μΜ) 
• 2μl primer R (10μΜ) 
• 0,5 μl Phusion polymerase (2U/μl) 
• ddH2O μέχρι τα 50μl  

Η πολυμεράση αυτή έχει 3΄→5΄ δράση εξωνουκλεάσης. Με αυτόν τον τρόπο αυτό 
εξασφαλίζεται μεγαλύτερη ακρίβεια κατά τον πολυμερισμό. Η ικανότητα αυτή της 
πολυμεράσης επιβάλει την έναρξη του πολυμερισμού σε πολύ υψηλή θερμοκρασία 
(Hot start), ώστε να μην αποικοδομήσει η πολυμεράση τους primers. Οι συνθήκες 
της αντίδρασης, ήταν οι εξής: 

• 98oC (1min) : αποδιάταξη 
• 98oC (15sec) : αποδιάταξη 
• 57oC (30sec) : υβριδισμός                        x32 
• 72oC (15-30sec/kb) : πολυμερισμός 
• 72oC (5min) : τελικός πολυμερισμός 

 

Primers 

CSB-1st-short (F primer)  5΄-AGCTCGAGGACAAGCGCCTGAAGAAGC-3΄ 
CSB-1st-long (F primer)  5΄-AGCTCGAGTTCCACGAGGAAGTTCCC-3΄ 
CSB-1st     (R primer)  5΄-AAGGATCCTCTGTTGGCACCGGTCAG-3΄ 
CSB-2nd (F primer)  5΄-AACCTGACCGGTGCCAACAG-3΄ 
CSB-2nd (R primer) 
(Για κλωνοποίηση στον 
pcDNA) 

 5΄-AGTCTAGATTAGCAGTATTCTGGCTTC-3΄ 

CSB-2nd (R primer) 
(Για κλωνοποίηση στον 
pET-16b) 

 5΄- GGATCCACTCAGAGTGAACAGCTCATAG-3΄ 

CSB-helicase (F primer)  5΄- AGCTCGAGATTGTTGTTGAGTCTTTGC-3΄ 
CSB-helicase (R primer)  5΄- GGATCCACTCAGAGTGAACAGCTCATAG-3΄ 
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2.2 Αντίδραση μοριακής συγκόλλησης (Ligation) 

Με αυτήν την αντίδραση μπορούμε να συνενώσουμε ένα τμήμα DNA (ένθεμα, insert) 
με έναν πλασμιδιακό φορέα. Προϋπόθεση είναι τα άκρα τους να είναι 
συμπληρωματικά ή και τα δύο να φέρουν λεία άκρα (blunt ends).  Η ποσότητα των 
ποσοτήτων DNA υπολογίζεται με τον εξής τρόπο: 

ng φορέα x bp insert = ng insert x bp φορέα 

Τα ng του φορέα που προστίθενται είναι συγκεκριμένα για κάθε φορέα: 

• pBSK : 50ng 
• pCDNA : 70ng 
• pET-16b : 70ng 

Η ποσότητα του insert που βρίσκουμε, πολλαπλασιάζεται x3, ώστε η αναλογία 
insert/φορέα=3. 

Τα συστατικά της αντίδρασης είναι τα εξής: 

• x μl insert 
• x μl φορέα 
• 1μl ligase buffer (10x) 
• 1μl ATP 
• 1μl T4 ligase 
• ddH2O μέχρι τα 10μl 

Η αντίδραση γίνεται στους 16oC, overnight. 

 

2.3 Μετασχηματισμός βακτηρίων (Transformation) 

Με την τεχνική αυτή εισάγουμε πλασμιδιακό DNA φέρει το επιθυμητό ένθεμα, σε 
βακτήρια. Τα βακτήρια έχουν καταστεί επιδεκτικά (competent) μετά από ειδική 
επεξεργασία με CaCl2. Η διαδικασία έχει ως εξής: 

• Το aliquots των 100μl βακτηρίων τοποθετείται σε πάγο, μέχρι να ξεπαγώσει 
• Στο eppendorf προστίθεται η μισή αντίδραση ligation (5μl) ή ~50ng πλασμιδιακού, 

υπερελικωμένου DNA 
• Το eppendorf τοποθετείται στον πάγο για 20 λεπτά 
• Τα βακτήρια υφίστανται heat-shock, με επώαση στους 42oC, για 1,5 λεπτό 
• Αφήνουμε τα βακτήρια στον πάγο για 2-3 λεπτά 
• Στρώνουμε τα βακτήρια σε στερεό θρεπτικό LB που περιέχει το κατάλληλο 

αντιβιοτικό 
• Τα βακτήρια μένουν στους 37oC, overnight  
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Στην περίπτωση του pBSK, όπου γίνεται blue-white selection, προστίθεται στο 
eppendorf, πριν στρώσουμε τα βακτήρια, 40μl X-Gal. 

2.4 Περιοριστική πέψη 

Πολλές φορές, το πλασμιδιακό DNA χρειάζεται να κοπεί από περιοριστικά ένζυμα 
(πχ για να ελέγξουμε το ένθεμα που έχει ενσωματωθεί στον φορέα). Ο κάθε φορέας 
και γενικά κάθε αλληλουχία DNA περιέχει αλληλουχίες που αναγνωρίζονται και 
κόβονται από συγκεκριμένα περιοριστικά ένζυμα. Για να ελεγχθεί η ενσωμάτωση του 
insert στον φορέα, αντίδραση περιέχει: 

• 4μl DNA από τα minipreps (~0,4μg) 
• 2μl buffer, κατάλληλο για το ένζυμο (10x) 
• 2μl BSA (10x) 
• 2μl RNase (10x) (αν κατά την απομόνωση έχει προηγηθεί χρήση RNase, όπως πχ 

κατά την απομόνωση μεσαίας κλίμακας, τότε δεν χρειάζεται να προστεθεί στην 
αντίδραση) 

• 1μl ένζυμο (10 U/μl) 
• ddH2O, μέχρι τα 20μl 

Η αντίδραση γίνεται στους 37oC (εκτός αν το ένζυμο δρα σε άλλη θερμοκρασία), για 
1,5 ώρα. 

Στην περίπτωση που η πέψη γίνεται για να αποκοπεί το ένθεμα από τον φορέα, η 
αντίδραση περιλαμβάνει τα εξής: 

• 6-7μg DNA 
• 6μl BSA (10x) 
• 6μl buffer, κατάλληλο για κάθε ένζυμο (10x) 
• 6μl RNase (10x) (αν χρειάζεται) 
• 5μl ένζυμο (10U/μl)  
• ddH2O, μέχρι τα 60μl 

Η αντίδραση γίνεται στους 37oC (εκτός αν το ένζυμο δρα σε άλλη θερμοκρασία), για 
3 ώρες. 

Τέλος, έγινε και partial digestion. Αυτού του είδους η πέψη επιλέγεται όταν θέλουμε 
να κόψουμε το DNA σε μια θέση περιορισμού, αλλά το επιλεγμένο ένζυμο 
αναγνωρίζει πάνω από μια θέσεις μέσα στο κομμάτι. Για να γίνει αυτό, 
χρησιμοποιούμε διαδοχικές συγκεντρώσεις του ενζύμου και μετά από 
ηλεκτροφόρηση, επιλέγουμε σε ποια συγκέντρωση το ένζυμο έκοψε μόνο μια φορά. 

• Ετοιμάζουμε ένα mix όγκου 100μl που περιέχει: 8μg DNA 
                                                                             10μl κατάλληλου buffer (10x) 
                                                                             10μl BSA (10x) 
                                                                             ddH2O, μέχρι τα 100μl 
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• Μοιράζουμε το mix σε άλλα 4 tubes, ώστε το 1ο να έχει 30μl, τα 2ο-4ο 20μl και το 5ο 
10μl. Τα tubes τοποθετούνται στον πάγο 

• Προσθέτουμε το ένζυμο στο 1ο tube, σε συγκέντρωση 7-8 U/μg, και ανακινούμε 
• Με διαφορετικό tip, μεταφέρουμε 10μl από το κάθε tube στο επόμενο. Κάθε φορά, 

κάνουμε vortex και τοποθετούμε γρήγορα το tube στον πάγο 
• Όταν τα δείγματα είναι έτοιμα, τα τοποθετούμε στην κατάλληλη για το ένζυμο 

θερμοκρασία, για 15 λεπτά 
• Προσθέτουμε loading dye και ηλεκτροφορούμε 

 

2.5 Στύπωμα Western (Western blot) 

Με το στύπωμα Western είναι δυνατή η ανίχνευση μιας πρωτεΐνης σε ένα κυτταρικό 
εκχύλισμα. Αυτό γίνεται με τη χρήση αντισώματος, που αναγνωρίζει ειδικά την 
πρωτεΐνη αυτή. Εν συντομία, τα πρωτεϊνικά δείγματα φορτώνονται σε gel 
ακρυλαμίδης (SDS-PAGE gel) και ηλεκτροφορούνται. Οι πρωτείνες μεταφέρονται, 
στη συνέχεια, από το gel σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Η μεταφορά γίνεται σε 
ηλεκτρικό πεδίο, στα 300mA, για 1 ώρα. Στη συνέχεια, η μεμβράνη μένει για 1 ώρα, 
σε θερμοκρασία δωματίου και υπο ανάδευση σε διάλυμα blocking. Αφού 
απομακρυνθεί το blocking, η μεμβράνη επωάζεται για 1 ώρα σε θερμοκρασία 
δωματίου ή στους 4oC, overnight  με το πρωτογενές αντίσωμα. Το αντίσωμα αυτό 
αναγνωρίζει ειδικά τον έναν συγκεκριμένο επίτοπο της πρωτεΐνης. Αν το αντίσωμα 
δεν είναι συζευγμένο με μόριο ιχνηθέτη, τότε, αφού απομακρυνθεί το πρωτογενές 
αντίσωμα, προστίθεται ένα δεύτερο αντίσωμα που είναι συζευγμένο με μόριο 
ιχνηθέτη και αναγνωρίζει την Fc περιοχή του πρωτογενούς αντισώματος. Το μόριο 
ιχνηθέτης που χρησιμοποιήθηκε ήταν το ένζυμο HRP (Horse Radish Peroxidase). Η 
επώαση με το δεύτερο αντίσωμα γίνεται για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου. Αφού 
απομακρυνθεί και το δεύτερο αντίσωμα, προστίθεται στη μεμβράνη το κατάλληλο 
υπόστρωμα για το μόριο ιχνηθέτη. Για την HRP, το υπόστρωμα περιλαμβάνεται σε 
ένα ειδικό πακέτο (ECL kit), μαζί με ένα αντιδραστήριο που ενισχύει τη 
χημειοφωταύγεια. 

 Αντισώματα: 

1. Mouse-anti-His 
2. Anti-mouse-HRP 

Protein ladders: 

1.  PageRulerΤΜ
 

Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas) (Στο κείμενο αναφέρεται 
ως M1) 

2. BlueStar Prestained Protein Marker (Nippon) (Στο κείμενο αναφέρεται ως Μ2) 
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2.6 Επαγωγή ετερόλογης έκφρασης πρωτεϊνών σε βακτήρια 

• Μετασχηματισμός 100μl βακτηρίων κατάλληλων για έκφραση ετερόλογων 
πρωτεϊνών E.coli (BL21-pLysS, Origami, Rosetta) με 1μl υπερελικωμένου, 
πλασμιδιακού DNA (pET16b-His-CSB-helicase ή pET16b-His-MBP-TEV-CSB-
helicase) 

• Στρώσιμο των βακτηρίων σε στερεό LB που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό 
• Επώαση στους 37oC, overnight 
• Μεταφορά μιας αποικίας σε 100ml LB που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό (pre-

culture) 
• Επώαση της υγρής προκαλλιέργειας, καθώς επίσης και τις φλάσκες με LB που θα 

χρησιμοποιηθούν την επόμενη μέρα στους 37oC, overnight, με συνεχή ανάδευση 
• Προσθήκη στις φλάσκες με LB του κατάλληλου αντιβιοτικού, καθώς και 10ml από την 

pre-culture (1/100 αναλογία) 
• Αφήνουμε την υγρή καλλιέργεια στους 37oC, με συνεχή ανάδευση, μέχρι η OD=0.5-

0.7 
• Μεταφορά 1ml από την καλλιέργεια σε eppendorf του 1,5ml. Το δείγμα αυτό 

αποτελεί το control before IPTG. Φυγοκέντρηση στις 5000rpm, για 5 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου. Αφαίρεση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση της 
βακτηριακής πελέτας σε 50μl 2x sample buffer. Βράσιμο του δείγματος στους 100oC, 
για 8-10 λεπτά. Από αυτό, φορτώνουμε στο gel πολυακρυλαμίδης 10μl και αυτό 
αντιστοιχεί σε 200μl βακτηριακής καλλιέργειας 

• Προσθήκη στην υπόλοιπη καλλιέργεια 0,25mM IPTG και επώαση στους 20oC, 
overnight, υπό συνεχή ανάδευση 

• Την επόμενη μέρα, κρατάμε 500μl από την καλλιέργεια σε eppendorf του 1,5ml. Το 
δείγμα αυτό αποτελεί το after IPTG. Το φυγοκεντρούμε στις 5000rpm. Για 5 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου. Αφαιρούμε το υπερκείμενο και επαναδιαλύουμε τη 
βακτηριακή πελέτα σε 50μl 2x sample buffer. Βράζουμε το δείγμα στους 100oC, για 
8-10 λεπτά. Από αυτό, φορτώνουμε στο gel πολυακρυλαμίδης 10μl και αυτό 
αντιστοιχεί σε 100μl βακτηριακής καλλιέργειας 

• Επίσης, κρατάμε 50ml καλλιέργειας για απομόνωση πρωτεϊνών σε μικρή κλίμακα 
(supernatant-pellet test, sup-pellet test). Το δείγμα αυτό φυγοκεντρείται και η 
βακτηριακή πελέτα μπορεί να διατηρηθεί στους -20oC 

• Η υπόλοιπη καλλιέργεια συλλέγεται και φυγοκεντρείται σε ειδικά bottles του ½ 
λίτρου, στις 3200rpm για 20 λεπτά, σε ψυχώμενη φυγόκεντρο (4oC) 

• Το υπερκείμενο αφαιρείται και η βακτηριακή πελέτα συλλέγεται 

Αντιβιοτικά 

 Διαλυμένο σε Συγκέντρωση 
Αμπικιλίνη ddH2O 100μg/ml 
Τετρακυκλίνη 70% αιθανόλη 12,5μg/ml 
Χλωραμφενικόλη  100% αιθανόλη 50μg/ml 
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2.7 Απομόνωση και καθαρισμός His-tagged πρωτεϊνών 
 
2.7.1 Sup-pellet test 

Το test αυτό γίνεται ώστε να ελεγχθεί η επιτυχημένη επαγωγή της έκφρασης της 
επιθυμητής πρωτεΐνης, σε μικρή κλίμακα. Η διαδικασία είναι η εξής: 

• Επαναδιαλυτοποίηση της βακτηριακής πελέτας σε 10ml Lysis buffer 
• Επώαση στον πάγο για 20 λεπτά 
• Σπάσιμο των βακτηριακών κυττάρων με υπερήχους (sonication). Ο sonicator 

ρυθμίζεται στα 0,9 amplitude και το sonication διαρκεί συνολικά 4 λεπτά. Κάθε 15 
sec, σταματάμε και αφήνουμε το δείγμα στον πάγο για άλλα 15sec, ώστε να μην 
υπερθερμανθεί 

• Φυγοκέντρηση στα 21.000 rcf για 30 λεπτά, σε ψυχώμενη φυγόκεντρο (4oC) 
• Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε Falcon των 15 ml, ενώ η πελέτα, που περιέχει 

μεμβρανικά υπολείμματα (άρα και μεμβρανικές πρωτείνες), καθώς και πρωτεϊνικά 
συσσωματώματα (inclusion bodies) επαναδιαλυτοποιείται σε 2 ml Urea buffer 

• Από το υπερκείμενο, μεταφέρουμε 20μl σε eppendorf του 1,5ml και προσθέτουμε 4μl 
6x sample buffer. Από το δείγμα της πελέτας, μεταφέρουμε 4μl σε eppendorf του 
1,5ml και προσθέτουμε 4μl 2x sample buffer. Οι παραπάνω ποσότητες αντιστοιχούν 
σε 100μl βακτηριακής καλλιέργειας 

• Τα δείγματα αυτά βράζονται στους 100oC, για ~8 λεπτά και μετά από ένα spin 
φορτώνονται σε gel πολυακρυλαμίδης 

• Western blot με anti-His αντίσωμα και anti-mouse-HRP 

Διαλύματα 

Lysis buffer: 50mM Tris-HCl pH: 8.8 

                       100mM NaCl 

                       0,1mg/ml lysozyme 

                       1mM PMSF 

Urea buffer: 150mM NaCl 

                      50mM Tris-HCl pH: 8.0 

                      8M Urea 

Το buffer ουρίας διατηρείται σε θερμοκρασία δωματίου. 
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2.7.2 Απομόνωση και καθαρισμός πρωτεϊνών σε μεγάλη κλίμακα 

Για τη χρωματογραφία συγγένειας χρησιμοποιήθηκαν  Qiagen Type  Super-flow   Ni-
NTA κολώνες των 2 και των 5ml, Q Sepharose Fast Flow του 1ml, Q F.F Qiagen 
Type κολώνα των 2ml και SP Sepharose Fast Flow του 1ml. Η χρωματογραφία 
μοριακού ηθμού έγινε σε Superdex   200  HR 10/30 και Sephacryl S-400 HR C26/38,  
στις εξής συνθήκες: 

   Superdex 200 HR 10/30: 

   Running buffer: 50mM Tris-HCl pH: 8.0 + 125mM NaCl 

   Running Flow-rate: 0.2 ml/min 

   AUFS:  0.8 A280 (Waters 486 Tunable Absorbance Detector) 

   Range: 10mV 

   Recorder Speed: 0.5 cm/min 

   Frac-100 at: 2 min 

   Fraction Size: 0.4 ml 

   Chromatography at: 25ο C (Room Temperature) 

   Sephacryl S-400 HR C26/38: 

   Running buffer: 50mM Tris-HCl pH: 7.4 + 150mM NaCl + 5% Glycerol 

   Packing Flow-Rate Step 1:  4, 0 ml/min (240ml / hr for 120 min) 

   Packing Flow-Rate Step 2:  8, 0 ml/min (500ml / hr for    60 min) 

   Equilibration Flow-Rate: 5, 0 ml/min 

   Running Flow-Rate: 1, 0 ml/min 

   AUFS:  0.1 A280 (Waters 486 Tunable Absorbance Detector) 

   Range: 10mV 

   Recorder Speed: 0.1 cm/min 

   Frac-100 at: 5, 0 min 

   Fraction Size: 5, 0 ml  

  Chromatography at: 25ο C (Room Temperature) 
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BUFFERS: 

1. Native συνθήκες 
Buffer A: 50mM Tris-HCl pH: 8.0  

                  50mM NaCl                             Σε αυτό προστέθηκε 0.5Μ NaCl και  

                  5mM Ιμιδαζόλιο                       χρησιμοποιήθηκε για να  

                  10% Γλυκερόλη                       επαναδιαλυτοποιηθεί η βακτηριακή πελέτα. 

Buffer εξισορρόπησης κολώνας Ni-NTA: Buffer A + 0.5M NaCl 

Wash buffers: Buffer A + 0.5M NaCl (1ο wash) ή 50mM NaCl (2ο wash)     

Elution buffer: Buffer A + 350mM Ιμιδαζόλιο 

2. De-Nature καθαρισμός 
Buffer Επαναδιαλυτοποίησης: 50μΜ Tris-HCl pH: 8.0 

                                                      0.5M NaCl 

                                                     10% Γλυκερόλη 

                                                      8Μ Ουρία 

Buffer Εξισορρόπησης: 50mM Tris-HCl pH: 8.0 

                                       0.5M NaCl 

                                       10% Γλυκερόλη 

                                       6M Ουρία 

Wash buffer: Buffer εξισορρόπησης (1ο wash) 

                       Buffer εξισορρόπησης με 50mM NaCl + 0.02% Triton X-100 (2ο wash) 

Elution buffer: 50mM Tris-HCl pH: 8.0 

                          50mM NaCl 

                          10% Γλυκερόλη 

                          0.02% Triton X-100 

                          350mM Ιμιδαζόλιο 

 

 



 
 

 
23 

 

3.ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Κλωνοποίηση της biotin-tagged CSB 

Η αλληλουχία του γονιδίου Csb βρέθηκε από δύο βάσεις δεδομένων, την Ensemble 
και τη Uniprot. Οι δυο αλληλουχίες ήταν πανομοιότυπες, με τη διαφορά ότι η 
αλληλουχία της πρωτεΐνης που προέκυπτε από τη Uniprοt ήταν μικρότερη κατά 324 
αμινοξέα από το Ν-τελικό άκρο. Επίσης, η ύπαρξη της πρωτεΐνης από τη Uniprot 
προέκυπτε από δεδομένα σε επίπεδο μεταγράφου. Αυτό σημαίνει ότι η ίδια η 
πρωτεΐνη δεν ανιχνεύτηκε, αλλά υπήρχε μετάγραφο όπως φάνηκε από τεχνικές 
Northern, RT-PCR. Έτσι, είχαμε δύο αλληλουχίες του γονιδίου, μια μήκους 4.5kb και 
μια 3.5kb. Επειδή και οι δύο αλληλουχίες ήταν αρκετά μεγάλου μεγέθους, η 
κλωνοποίησή τους έγινε σε δύο τμήματα. 

1. Η Csb short κλωνοποιήθηκε σε δύο κομμάτια, μεγέθους 1.8kb(1st) και 1.7kb(2nd). Το 
πρώτο τμήμα κλωνοποιήθηκε με άκρα XhoI-BamHI. Και οι δύο αυτές θέσεις 
περιορισμού προστέθηκαν από τους primers. Η θέση BamHI είναι καθοδικά ως προς 
τη θέση AgeI, η οποία χρησιμοποιήθηκε για να ενωθούν τα δύο τμήματα σε επόμενο 
στάδιο. Το δεύτερο τμήμα κλωνοποιήθηκε με άκρα AgeI-XbaI. Από αυτές, η θέση 
AgeI είναι ενδογενής, ενώ η XbaI προστέθηκε από τον primer. 

2. Η Csb long κλωνοποιήθηκε σε δύο κομμάτια, μήκους 2.8kb (1st) και 1.7kb (2nd). Και 
σε αυτήν την περίπτωση τα άκρα του κάθε κομματιού είναι τα ίδια με αυτά που 
χρησιμοποιήθηκαν για την κλωνοποίηση του Csb short. 

 Η PCR έγινε με πρότυπο το ολικό cDNA από συκώτι ποντικού. Το προϊόν της κάθε 
PCR, έχοντας λεία άκρα, εισήχθη στον πλασμιδιακό φορέα κλωνοποίησης pBSK. Ο 
φορέας αυτός είναι κατάλληλος για να εισαχθεί σε βακτηριακά κύτταρα και να 
αντιγράφεται, ώστε να έχουμε πολλαπλασιασμό του ενθέματος. Αυτό συμβαίνει γιατί 
ο φορέας αυτός έχει μια θέση έναρξης της αντιγραφής (ori). Άλλα χαρακτηριστικά του 
vector είναι η αλληλουχία MCS (multiple cloning site ή αλλιώς polylinker), η οποία 
περιέχει 21 θέσεις περιορισμού, που είναι μοναδικές για όλη τη νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του pBSK. Επίσης, περιέχει έναν υποκινητή lac ανοδικά του γονιδίου της 
β-γαλακτοσιδάσης (lacZ). Αυτό δίνει τη δυνατότητα ελέγχου της ενσωμάτωσης του 
τμήματος μας στο φορέα, καθώς η MCS είναι εσωτερικά του γονιδίου και έτσι όταν 
έχει γίνει ενσωμάτωση, οι αποικίες που προκύπτουν είναι λευκές, ενώ στην αντίθετη 
περίπτωση, μπλε. Για να γίνει το παραπάνω χρησιμοποιείται X-Gal, το οποίο είναι 
ανάλογο του υποστρώματος της β-γαλακτοσιδάσης, της λακτόζης, με αποτέλεσμα 
όταν υδρολύεται από το ένζυμο να δίνει στις αποικίες το χαρακτηριστικό μπλε χρώμα 
(blue-white selection).  Τέλος, ο pBSK φέρει ένα γονίδιο που του προσφέρει 
ανθεκτικότητα στην αμπικιλίνη, με αποτέλεσμα να μπορεί να διαπιστωθεί η είσοδος 
του πλασμιδίου στα βακτήρια. 

Η ενσωμάτωση του προϊόντος της PCR, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, έγινε με 
blunt end ligation, στην οποία χρησιμοποιήθηκε pBSK που είχε κοπεί με το 
περιοριστικό ένζυμο EcoRV που αφήνει λεία άκρα. Στη συνέχεια, το διάλυμα της 
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αντίδρασης χρησιμοποιήθηκε για να μετασχηματίσει επιδεκτικά (competent) 
βακτήρια E. coli της σειράς DH5a. Αυτή η σειρά E.coli, χρησιμοποιείται συχνά για 
παρόμοιες στρατηγικές κλωνοποίησης, καθώς χαρακτηρίζονται από μεγάλη 
συχνότητα μετασχηματισμού, είναι κατάλληλα για blue-white selection και χάρη στις 
μεταλλαγές recA1 και endA1 που φέρει, αυξάνει τη σταθερότητα του ενθέματος και 
βελτιώνει την ποιότητα του πλασμιδίου.  

Τα βακτήρια καλλιεργήθηκαν και το πλασμίδιο απομονώθηκε και καθαρίστηκε μετά 
από απομόνωση πλασμιδιακού DNA μικρής κλίμακας (miniprep). Έτσι, 
απομονώθηκαν τα πλασμίδια pBSK-CSB-1st (long), pBSK-CSB-1st (short) και pBSK-
CSB-2nd. Στη συνέχεια, το 2nd κομμάτι έπρεπε να αποκοπεί από τον pBSK και να 
εισαχθεί στους pBSK-CSB-1st (long) και pBSK-CSB-1st (short) (subcloning). Όλα τα 
πλασμίδια κόπηκαν με AgeI και στη συνέχεια με XbaI, ώστε να προκύψουν 
συμπληρωματικά άκρα και να ενωθούν τα κομμάτια με τη σωστή κατεύθυνση. Το 
AgeI-XbaI κομμένο κομμάτι της Csb-2nd απομονώθηκε από τον φορέα και 
χρησιμοποιήθηκε για την αντίδραση λιγάσης, ως ένθεμα, με φορείς τα pBSK-CSB-1st 
(long) και pBSK-CSB-1st (short). Ο λόγος που τα δύο ενθέματα ενώθηκαν στον 
pBSK και όχι στον pcDNA, είναι ότι η XhoI κόβει στον pcDNA καθοδικά της BamHI. 
Συνεπώς, αν είχε μπει πρώτα το CSB-1st στον pcDNA ως XhoI-BamHI, θα 
μπορούσε να μπει με αντίστροφη φορά, η ακόμη και καθόλου αν η θέση BamHI είχε 
αποκοπεί κατά την πέψη με XhoI. Τα πλασμίδια που προέκυψαν χρησιμοποιήθηκαν 
και πάλι για μετασχηματισμό DH5a competent cells. Μετά από minipreps και έλεγχο 
των κλώνων, απομονώθηκαν και καθαρίστηκαν τα θετικά πλασμίδια (Figure ). 

Επειδή ο pBSK δεν είναι κατάλληλος φορέας για έκφραση των ενθεμάτων σε 
κύτταρα θηλαστικών, τα δύο γονίδια έπρεπε να εισαχθούν σε έναν φορέα κατάλληλο 
για την έκφραση. Ο φορέας που χρησιμοποιήθηκε ήταν ο pCDNA 3.1. περιέχει μια 
θέση έναρξης αντιγραφής και γονίδιο ανθεκτικότητας στην αμπικιλίνη, για 
πολλαπλασιασμό και επιλογή, αντίστοιχα, σε βακτήρια. Τα χαρακτηριστικά που τον 
κατατάσσουν στους πλασμιδιακού φορείς έκφρασης σε κύτταρα θηλαστικών είναι ο 
υποκινητής CMV που αναγνωρίζεται από την RNA πολυμεράση των κυττάρων 
αυτών, σήμα πολυαδενυλίωσης καθοδικά του MCS όπου έχει μπει το γονίδιο προς 
έκφραση και το γονίδιο ανθεκτικότητας σε νεομυκίνη, για επιλογή στα κύτταρα 
θηλαστικών. 

Ο pcDNA που χρησιμοποιήθηκε έφερε την αλληλουχία του πεπτιδίου με το οποίο θα 
σημαινόταν η CSB. Η αλληλουχία αυτή ονομάζεται ATF (avidin-TEV-Flag). Το  tag 
είχε κλωνοποιηθεί στον pcDNA με άκρα KpnI-XhoI, ώστε οποιοδήποτε ένθεμα 
κλωνοποιούταν στον φορέα για έκφραση, στη θέση XhoI, θα ενσωματωνόταν στο 
ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης και θα εκφραζόταν μαζί με το tag, έχοντάς το στο Ν-τελικό 
άκρο. Επίσης, το ATF περιέχει Kozak αλληλουχία και ATG, που είναι απαραίτητα για 
τη μεταγραφή και μετάφρασή του. Η αλληλουχίες που περιέχει περιλαμβάνουν την 
αβιδίνη, που είναι μια αλληλουχία που μπορεί να βιοτινυλιωθεί από την βακτηριακή 
λιγάση βιοτίνης birA, την αλληλουχία TEV, που αναγνωρίζεται και κόβεται από την 
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TEV πρωτεάση και το Flag-tag, που είναι ένας επίτοπος που αναγνωρίζεται από 
αντίσωμα. Έχοντας αυτό το tag, η πρωτεΐνη μπορεί να ανιχνευθεί, τόσο με 
Streptavidin-HRP, όσο και με anti-Flag αντίσωμα. Το πλεονέκτημα της αβιδίνης, είναι 
ότι η αλληλεπίδρασης της βιοτίνης με την στρεπταβιδίνη/αβιδίνη είναι από τις πιο 
ειδικές και ισχυρές φυσικές αλληλεπιδράσεις. Επιπροσθέτως, οι φυσικά 
βιοτινυλιωμένες πρωτείνες στα κύτταρα είναι ελάχιστες και περιορίζονται σε ένζυμα, 
όπως οι υπεροξειδάσες. Έτσι, η απομόνωση (pull-down) της πρωτεΐνης μπορεί να 
γίνει εύκολα σε λίγα στάδια, με πολύ μεγάλη ακρίβεια και πολύ χαμηλό background 
(125, 126). 

Για να γίνει το subcloning των 2 ενθεμάτων στον pcDNA-ATF, η εκτομή τους από τον 
pBSK έπρεπε να γίνει με partial πέψη. Αυτό γιατί η XhoI κόβει, τόσο στον primer, 
όσο και στον pBSK, ανοδικά της θέσης EcoRV όπου έχει εντεθεί η CSB, και μέσα 
στο γονίδιο της CSB, στη θέση 2.6kb για την CSB short και 3.6kb για τη CSB long. 
Έτσι, με διαδοχικές αραιώσεις του ενζύμου, επιλέχθηκε η ζώνη μεγέθους 6.5kb, που 
αντιστοιχεί στα 3kb του vector και στα 3.5kb της CSB (αντίστοιχα για τη CSB long, 
επιλέχθηκε η ζώνη 7.5kb). Το κομμάτι αυτό, βέβαια μπορεί να έχει κοπεί μια φορά 
είτε στον vector, είτε στον primer, είτε στην εσωτερική θέση XhoI του ενθέματος. Η 
θέση που έχει κοπεί φαίνεται μετά από πέψη με XbaI. Αν έχει κοπεί στην εσωτερική 
θέση, η πέψη με XbaI θα έδινε μια ζώνη 900bp (CSB short) ή 1.9kb (CSB long) και 
το backbone. Αν η πέψη έγινε στον pBSK ή στον primer, τότε η ζώνη που προκύπτει 
είναι 3.5kb (CSB short) ή 4.5kb (CSB long), που αντιστοιχεί στο πλήρες γονίδιο. 
Αυτό εισήχθη  με ligation στον XhoI-XbaI κομμένο pcDNA-ATF. Η αντίδραση λιγάσης 
χρησιμοποιήθηκε για μετασχηματισμό επιδεκτικών DH5a και μετά από απομόνωση 
των πλασμιδιακών DNA ελέγχθηκε με πέψεις η σωστή ενσωμάτωση των ενθεμάτων 
και αν η πέψη της XhoI είχε γίνει στον primer ή στον pBSK. Αυτό ελέγχθηκε με πέψη 
με HindIII. Η HindIII κόβει στον pcDNA, ανοδικά του ATF, και μέσα στο γονίδιο Csb, 
στις θέσεις, 457bp και 2.7kb , για τη CSB short και στις θέσεις 176bp, 1.4kb, 3.7kb 
για τη CSB long. Επίσης, η HindIII κόβει και στον pBSK, μεταξύ της θέσης XhoI που 
πιθανώς να έχει κοπεί μαζί με το insert και της θέσης EcorV όπου είχε γίνει η ένθεση 
των inserts στον pBSK. Έτσι, οι αναμενόμενες ζώνες είναι: 
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CSB short CSB long 
With pBSK 
sequence 

Without pBSK 
sequence 

With pBSK 
sequence 

Without pBSK 
sequence 

 
                                 
6.3kb 
 
                                 
2.2kb 
 
 
 
        
 
                          
460kb 
                                 
200bp   

 

 
 
6.3kb                    
 
                                 
2.2kb 
 
 
          
                        
660bp 
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2.2kb                               
 
                                 
1.3kb 
 
 
      
 
                             
 200kb                                
176bp   

 
 
 
 

 
 
 6.3kb                                  
 
                                 
 2.2kb                                  
 
                                  
1.3kb 
 
660bp                                    
 
 

 

Έτσι, τα σωστά πλασμίδια καθαρίστηκαν και πλέον μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 
για μετασχηματισμό κυττάρων θηλαστικών, μαζί με μετασχηματισμό των κυττάρων 
με πλασμίδια που φέρουν κλωνοποιημένο το γονίδιο birA της βακτηριακής λιγάσης 
βιοτίνης. Αυτό γιατί, όπως αναφέρθηκε, τα ενδογενή επίπεδα βιοτινυλίωσης είναι 
πολύ χαμηλά. Συνεπώς απαιτείται το ένζυμο που θα βιοτινυλιώσει τα 
κλωνοποιημένα γονίδια, καθώς και προσθήκη στο θρεπτικό υλικό των κυττάρων 
βιοτίνης. 

Τα στάδια κλωνοποίησης της biotin-tagged-CSB φαίνονται στο Παράρτημα, Εικόνα 
3. 

3.2 Kλωνοποίηση των His-tagged και His-MBP-TEV CSB 

Για την ετερόλογη έκφραση της CSB χρησιμοποιήθηκαν δύο φορείς έκφρασης, που 
φέρουν τα κατάλληλα στοιχεία για επαγωγή έκφρασης σε βακτήρια και το γονίδιο 
ανθεκτικότητας στην αμπικιλίνη: 

1. Ο pET16b-His, ο οποίος περιέχει 10 κατάλοιπα ιστιδίνης και 
2. Ο pET16b-His-MBP-TEV, ο οποίος, εκτός από το tag ιστιδίνης, περιέχει ένα ακόμη 

tag, το MBP (maltose binding protein). Το tag  αυτό έχει φανεί να προσδίδει 
μεγαλύτερη διαλυτότητα στην πρωτεΐνη, όπως επίσης και να βελτιώνει την έκφρασή 
της. Επίσης, η θέση TEV, αναγνωρίζεται από την TEV πρωτεάση κι έτσι, μετά την 
απομόνωση της πρωτεΐνης, το MBP tag μπορεί να αποκοπεί in vitro μετά από πέψη 
από την πρωτεάση αυτή. Λόγω του μεγάλου μεγέθους του MBP tag, ακόμη και αν 
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δεν αποκοπεί, μπορεί, κατά την ανοσοποίηση, να ενισχύσει την αντιγονικότητα του 
πεπτιδίου και να έχουμε μεγαλύτερη παραγωγή αντισωμάτων. 

Και τα δύο tags βρίσκονται στο N-τελικό άκρο των κλωνοποιημένων πεπτιδίων. Τα 
constructs που κατασκευάστηκαν ήταν pET16b-His-CSB (short) και pET16b-His-
MBP-TEV-CSB (short). Επίσης, κλωνοποιήθηκε και ένα domain της CSB και στους 
δύο vectors. Το domain αυτό είναι μια ελικάση, η οποία έχει μικρό μέγεθος και είναι 
υδρόφιλη, ώστε να μπορεί να εκφραστεί και στη διαλυτή φάση των κυττάρων, και 
επίσης να είναι εκτεθειμένη, ώστε να ανοσοποιήσει τα κουνέλια. Επίσης, η 
αλληλουχία της ελικάσης ελέγχθηκε με blast και επιβεβαιώθηκε ότι δεν έχει ομολογία 
με αντίστοιχα domains άλλων ειδών. Έτσι το αντίσωμα που θα παραγόταν θα ήταν 
ειδικό για το domain ελικάσης της ποντικίσιας CSB. 

Η στρατηγική κλωνοποίησης για την CSB (short) ήταν παρόμοια με αυτήν που 
ακολουθήθηκε για την κλωνοποίησή της στον pcDNA 3.1-ATF. Δηλαδή η 
κλωνοποίηση έγινε σε δύο τμήματα, πρώτα στον pBSK και μετά στον pET16b. Τα 
άκρα που προστέθηκαν στους primers ήταν XhoI-BamHI για το CSB-1st και AgeI-
BamHI για το CSB-2nd  και η εσωτερική θέση που χρησιμοποιήθηκε για να ενωθούν 
τα δύο fragments ήταν και εδώ η AgeI. Η διαφορά σε αυτή τη στρατηγική 
κλωνοποίησης είναι ότι τα 2 κομμάτια ενώθηκαν στον pET16b και όχι στον pBSK, 
γιατί, σε αντίθεση με τον pcDNA, ο pET16b μπορεί να κοπεί με BamHI ώστε να μπει 
πρώτα το CSB-1st , που και σε αυτήν την περίπτωση έχει άκρα XhoI-BamHI. Η 
BamHI επιλέχθηκε αντί της XbaI γιατί η XbaI κόβει στον pET16b ανοδικά της XhoI κι 
έτσι δε θα γινόταν σωστή ένθεση του κομματιού στον φορέα. Για την κλωνοποίηση 
της CSB-helicase χρησιμοποιήθηκαν επίσης οι θέσεις XhoI-BamHI. Ο λόγος που 
στους primers προστέθηκε η θέση XhoI είναι ότι η θέση αυτή είναι η κατάλληλη για 
αυτόν το φορέα, ώστε τα ενθέματα να μπουν στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης με το tag 
και να μεταγραφούν και μεταφραστούν μαζί του, χωρίς να αλλάξει η τελική αμινοξική 
αλληλουχία. 

Η διαδικασία κλωνοποίησης είχε ως εξής: 

Αρχικά έγινε PCR για τα CSB-1st (short), CSB-2nd και CSB-helicase με template 
ολικό cDNA από συκώτι ποντικού. Τα PCR προϊόντα εντέθηκαν με blunt end ligation 
σε EcoRV κομμένο pBSK. Η αντίδραση λιγάσης χρησιμοποιήθηκε για 
μετασχηματισμό επιδεκτικών DH5a βακτηρίων. Τα βακτήρια καλλιεργήθηκαν και 
ακολούθησε απομόνωση πλασμιδιακού DNA. Μετά από πέψεις ελέγχου 
επιλέχθηκαν τα σωστά πλασμίδια. Τα πλασμίδια pBSK-CSB-1st (short), pBSK-CSB-
helicase, pET16b-His και pET16b-His-MBP-TEV κόπηκαν με XhoI-BamHI. Τα 
γραμμικά πλασμίδια και το κομμάτι CSB-1st (short) καθαρίστηκαν από το gel 
αγαρόζης και ακολούθησε αντίδραση λιγάσης του CSB-1st (short) και CSB-helicase 
με τους φορείς. Και πάλι, μετά από μετασχηματισμό επιδεκτικών DH5a και πέψεις 
ελέγχου, επιλέχθηκαν οι σωστοί κλώνοι. Στη συνέχεια, ο pBSK-CSB-2nd και οι φορείς 
pET16b-His-CSB-1st (short) και pET16b-His-MBP-TEV κόπηκαν με AgeI-BamHI και 
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              1        2       3         4        5       6        7        8      9     10   11     12    13 

χρησιμοποιήθηκαν για αντίδραση λιγάσης. Ακολούθησε μετασχηματισμός βακτηρίων 
και έλεγχος των πλασμιδίων. 

Ο έλεγχος των constructs σε όλα τα στάδια κλωνοποίησης της His- και biotin-tagged 
CSB φαίνονται παρακάτω:  

                       HindIII                              XhoI/BamHI       

 

1. pBSK-Csb-1st long (Θετικά: 200bp+1.2kb+4.3kb) 
2. pBSK-Csb-2nd (Θετικά: 940bp+backbone) 
3. pBSK-Csb-1st short (Θετικά: 457bp+backbone) 
4. pBSK-Csb short (Θετικά: 457bp+2.3kb+backbone) 
5. pBSK-Csb long (Θετικά: 200bp+1.2kb+2.3kb+3.8kb) 
6. pcDNA-Csb short (Θετικά: 660bp+2.2kb+6.2kb) 
7. pcDNA-Csb long (Θετικά: 370bp+1.2kb+2.3kb+3.8kb) 
8. Marker (λPstI) 
9. pET16b-Csb short (Θετικά: 457bp+900bp+2.3kb+backbone) 
10. pET16b-Csb-1st short (Θετικά: 1.8kb+backbone) 
11. pBSK-Csb-helicase (Θετικά: 500bp+backbone) 
12. pET16b-Csb-helicase (Θετικά: 500bp+backbone) 
13. pET16b-His-MBP-TEV-Csb-helicase (Θετικά: 500bp+backbone) 

Η στρατηγική κλωνοποίησης της His- και His-MBP-TEV-tagged CSB φαίνεται στην 
Εικόνα 4, Παράρτημα. 

3.3 Ετερόλογη έκφραση της CSB σε βακτήρια 

Τα βακτήρια που επιλέχθηκαν για την έκφραση της CSB ήταν E.coli της σειράς 
BL21(DE3)-pLysS. Τα στοιχεία αυτής της βακτηριακής σειράς που τα έχουν 
καταστήσει ως από τις πιο κατάλληλες σειρές είναι ότι: 

1) Δεν διαθέτουν τις πρωτεάσες lon και ompT,  
2) Φέρουν Τ7 υποκινητή, που εξασφαλίζει υψηλά επίπεδα έκφρασης,  
3) Φέρουν ένα επιπλέον πλασμίδιο που δίνει ανθεκτικότητα στην χλωραμφενικόλη και 

εμποδίζει την έκφραση από τον Τ7 υποκινητή, χωρίς να έχει προηγηθεί επαγωγή 
(leaky expression). Αυτό συμβαίνει γιατί τα βακτήρια αυτά διαθέτουν το γονίδιοΤ7 
λυσοζύμης, η οποία αναστέλλει την Τ7 RNA πολυμεράση. Όταν προστεθεί IPTG, 
τότε τα επίπεδα της T7 RNA πολυμεράσης αυξάνονται και υπερβαίνουν τα επίπεδα 
αναστολής. 
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Η επαγωγή έγινε με IPTG (isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside). Είναι ανάλογο 
της αλλολακτόζης, η οποία επάγει τη μεταγραφή του lac οπερονίου. Το χημικό αυτό 
ανάλογο έχει αυτήν την ιδιότητα της αλλολακτόζης, αλλά δεν υδρολύεται, με 
αποτέλεσμα η συγκέντρωσή του στα κύτταρα να μένει σταθερή. Επειδή το γονίδιο 
της T7 RNA πολυμεράσης βρίσκεται κάτω από τον έλεγχο του υποκινητή lacUV5, 
όταν προστίθεται IPTG, η έκφρασή της αυξάνεται και μεταγράφει γονίδια που 
βρίσκονται κάτω από υποκινητή Τ7 (όπως είναι και αυτός που έχει το πλασμίδιο 
pET, ανοδικά του εντιθέμενου γονιδίου). 

Το σύστημα T7 φαίνεται στην παρακάτω εικόνα: 

 

 

 

Για την επαγωγή της έκφρασης, χρησιμοποιήθηκαν όλα τα constructs, όπως επίσης 
και το pET16b-His-CSB-1st (short), αλλά τα μόνα που εκφράστηκαν ήταν τα His-
CSB-helicase και His-MBP-TEV-CSB-helicase. Πιθανώς τα constructs που δεν 
εκφράστηκαν να ήταν τοξικά για τα κύτταρα. Μια άλλη πιθανότητα είναι ότι η 
ελικάση, ως αυτόνομο domain να προσδενόταν στο DNA και να σταθεροποιούταν. 
Τέλος, μπορεί τα βακτήρια να μην κατέστρεφαν την ελικάση γιατί και αυτά διαθέτουν 
πρωτείνες με παρόμοια δράση, καθώς έχει παρατηρηθεί ότι πολλές πρωτείνες που 
εκφράζονται ετερόλογα σε βακτήρια, είναι τοξικές για αυτά, όταν είναι πολύ 
διαφορετικές από αυτές που διαθέτουν τα βακτήρια. Έτσι, η έκφραση έγινε με τις 
His-CSB-helicase και His-MBP-TEV-CSB helicase (Figure 1).   
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28kDa

28kDa

His-CSB-1st                 His-CSB-helicase

                         1 2 3 4 5    6        7       8

1. -IPTTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (200μl καλλιέργειας)
2. +IPTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (100μl καλλιέργειας)
3. +IPTG, sup (100μl καλλιέργειας)
4. +IPTG, pellet (100μl καλλιέργειας)
5. –IPTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (200μl καλλιέργειας)
6. +IPTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (100μl καλλιέργειας)
7. +IPTG, sup (100μl καλλιέργειας)
8. +IPTG, pellet (100μl καλλιέργειας)

Το πρωτόκολλο που εφαρμόστηκε (βλ. Υλικά και Μέθοδοι) είχε προηγουμένως 
ελεγχθεί για διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG (Figure 2) και  για τη διάρκεια και 
θερμοκρασία επαγωγής.

                           0.5mM IPTG                                0.25mM IPTG

                  1      2      3     4     5     6            1      2      3       4      5      6    

1. -IPTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (200μl καλλιέργειας)
2. -IPTG, sup (100μl καλλιέργειας)
3. -IPTG, pellet (100μl καλλιέργειας)
4. +IPTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (200μl καλλιέργειας)
5. +IPTG, sup (100μl καλλιέργειας)
6. +IPTG, pellet (100μl καλλιέργειας)

Figure 1: Western blot με anti-His αντίσωμα μετά από ετερόλογη έκφραση της His-CSB-1st και της His-CSB-
helicase σε BL21-pLysS. Η επαγωγή της έκφρασης έγινε με 0,5mM IPTG, στους 30oC, για 3,5 ώρες. Η 
αναμενόμενη ζώνη για τη His-CSB-1st είναι στα 70kDa, ενώ για τη His-CSB-helicase στα 22kDa.
 

Figure 2: Επαγωγή έκφρασης της His-CSB-helicase σε BL21-pLysS, με διαφορετικές συγκεντρώσεις IPTG, στους 20οC,
overnight.
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72kDa 

Μετά από σπάσιμο των κυττάρων και απομόνωση του πρωτεϊνικού εκχυλίσματος, 
τόσο από τη διαλυτή, όσο και από την αδιάλυτη φάση με χρήση ουρίας, φάνηκε ότι η 
πρωτεΐνη βρίσκεται κυρίως στην αδιάλυτη φάση. Εφ’ όσων η πρωτεΐνη δεν είναι 
μεμβρανική, το αποτέλεσμα αυτό σημαίνει ότι η πρωτεΐνη σχηματίζει inclusion 
bodies, είτε λόγω πολύπλοκων διαμορφώσεων, είτε λόγω υπερέκφρασης. Τα ίδια 
αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και για τη His- και για την His-MBP-TEV- CSB-
helicase.  

Επιπροσθέτως, η έκφραση δοκιμάστηκε και σε άλλες σειρές E.coli (Figure 3), καθώς 
πολλές φορές επηρεάζεται και από τη διαφορετική σειρά. Αυτές που δοκιμάστηκαν 
ήταν : 

• Origami (DE3): Η σειρά αυτή χρησιμοποιήθηκε γιατί φέρει μεταλλάξεις σε 
αναγωγάσες (γλουταθειόνης, θεορεδοξίνης) και ευνοεί το σχηματισμό δισουλφιδικών 
δεσμών στο κυτταρόπλασμα, ευνοώντας τη σωστή αναδίπλωση των ετερόλογα 
εκφρασμένων πρωτεϊνών. Επίσης, αυτό αυξάνει και το ποσοστό της πρωτεΐνης που 
εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα. Τα βακτήρια αυτά είναι ανθεκτικά στην 
τετρακυκλίνη. 

• Rosetta (DE3): Τα βακτήρια αυτής της σειράς είναι κατάλληλα για ετερόλογα 
εκφρασμένες πρωτείνες των οποίων η αλληλουχία του mRNA περιέχει κωδικόνια 
που είναι σπάνια στα βακτήρια. Περιέχουν ένα πλασμίδιο (pRare) που τους 
προσφέρει ανθεκτικότητα στην χλωραμφενικόλη και κωδικοποιεί τα tRNAs έξι, 
σπάνιων για τα E. Coli, κωδικονίων. 

• JM109 (DE3): Τα βακτήρια αυτά φέρουν μεταλλάξεις recA1 και endA1, ώστε να 
εξασφαλίζουν την καλή ποιότητα του πλασμιδιακού DNA. Επίσης παράγουν μεγάλη 
ποσότητα lac καταστολέα, ώστε να περιορίζουν τα επίπεδα μεταγραφής, χωρίς να 
έχει προηγηθεί επαγωγή της. 

                     BL21-pLysS      JM109 (DE3)     Rosetta (DE3)     Origami (DE3) 

                     1      2       3      1        2      3        1      2      3        1       2      3       

 

 

 

 

1. –IPTG, ολικό κυτταρικό εκχύλισμα (200μl καλλιέργειας) 
2. +IPTG, sup (100μl καλλιέργειας) 
3. +IPTG, pellet (100μl καλλιέργειας) 

 

 
Figure 3: Επαγωγή έκφρασης της His-MBP-TEV-CSB-helicase σε διαφορετικά στελέχη E.coli, με 
0.25mM IPTG, overnight, στους 20οC.  
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Όπως φάνηκε, η ποσότητα της εκφρασμένης πρωτεΐνης ήταν μεγαλύτερη στις σειρές 
Rosetta (DE3) και Origami (DE3). Έτσι, επιλέχθηκαν τα Origami (DE3), γιατί είχαν 
αναλογικά μεγαλύτερη ποσότητα πρωτεΐνης στη διαλυτή φάση. Η έκφραση έγινε 
τόσο για τη His-CSB-helicase, όσο και για τη  His-MBP-TEV-CSB-helicase. 

Ακολούθησε έκφραση της πρωτεΐνης (His- και His-MBP-TEV tagged) στα Origami, 
σε μεγάλη κλίμακα, σε συνεργασία με τον τεχνικό κ. Ποζίδη. Αφού έγινε σπάσιμο των 
βακτηρίων με υπερήχους (sonication), διαχωρίστηκαν η διαλυτή φάση, όσο και στην 
αδιάλυτη-πελέτα, η οποία περιείχε μεμβρανικές πρωτείνες και inclusion bodies. 

Ο καθαρισμός της πρωτεΐνης έγινε με χρωματογραφία συγγένειας(IMAC, 
immobilized-metal affinity chromatography), σε κολώνα νικελίου (Ni-NTA column, 
Nickel-nitriloacetic acid). Αυτό γιατί το κατιόν Ni2+  (όπως επίσης, Zn2+  , Cu2+  ) έχει 
την ικανότητα να συμπεριφέρεται ως δέκτης ηλεκτρονίων και να αλληλεπιδρά μα 
πρωτείνες που φέρουν στην επιφάνειά τους αμινοξικά κατάλοιπα με χαρακτήρα δότη 
ηλεκτρονίων. 

3.4 Καθαρισμός της His-MBP-TEV-CSB-helicase (native purification) 

Το κυτταροπλασματικό υλικό φορτώθηκε σε κολώνα νικελίου, η οποία είχε 
εξισορροπηθεί με buffer A+ 0.5Μ NaCl (load). Μετά από δύο washes, από τα οποία 
το δεύτερο ήταν αυξημένης αλατότητας, έγινε έκλουση (elution 1) της δεσμευμένης 
στην κολώνα πρωτεΐνης, με χρήση buffer A και ιμιδαζόλιου. Το ιμιδαζόλιο 
προστέθηκε γιατί συναγωνίζεται τα αμινοξικά κατάλοιπα His, ελευθερώνοντας την 
πρωτεΐνη από το νικέλιο. Επειδή το load είχε αυξημένη περιεκτικότητα σε πρωτείνες, 
κάποια ποσότητα της CSB πιθανώς να μην είχε δεσμευτεί. Συνεπώς, το flow-through 
περάστηκε και δεύτερη φορά από κολώνα που είχε εξισορροπηθεί (elution 2). Η 
διαδικασία επαναλήφθηκε άλλες τέσσερις φορές. Τα δείγματα της έκλουσης 1 και 2 
ενώθηκαν, όπως επίσης και τα 3 και 4. Κάθε ένα από τα δείγματα 
ποσοτικοποιήθηκαν, ως προς την συγκέντρωση σε πρωτείνες με Bradford Assay και 
βρέθηκε: 

 Όγκος (ml) Συγκέντρωση 
πρωτεϊνών (mg/ml) 

Συνολική ποσότητα 
πρωτεϊνών (mg) 

Load of 1st run 170 15,3 2.601 
Flow-through of 4th 

run 
320 7,00 2.240 

Elution 1 6.5 4,76 30,94 
Elution 2 5.5 2,56 14,08 
Elution 3 11 1,56 17,16 
Elution 4 9 1,40 12,60 

Elution 1+2 (before 
digest) 

13 3,45 44,85 

Elution 1+ 2 (after 
dialysis) 

8 3,60 28,80 

Elution 3+4 (after 
dialysis) 

7ml 3,50 24,50 
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72kDa 
55kDa 

36kDa 

Επίσης, από τα δείγματα Elution 1 & 2 απομακρύνθηκε το ιμιδαζόλιο (Dialysis), ώστε 
να προστεθεί His-TEV πρωτεάση και να αποκοπεί η CSB από τι His-MBP-TEV tag.  

Το δείγμα αραιώθηκε ως τα 19ml και η αναλογία His-MBP-TEV-CSB/His-Tev-
πρωτεάση ήταν  20/1. Συγκεκριμένα, η αντίδραση ήταν : 

13ml (44,85mgr)  His-MBP-TEV-CSB (elutions 1&2) 

6ml από (50mM Tris-HCl pH: 8.0 + 50mM NaCl + 10% Glycerol) 

2ml (2,2mgr) His-TEV πρωτεάση 

20μl από 1M DTT (1mM) 

Η αντίδραση έμεινε στους 6oC για 2μέρες. 

Mετά τις δύο μέρες, τα εξής δείγματα φορτώθηκαν σε SDS-PAGE gel 17%: 

1. 20μl from {9μl (63μgr) of Flow-through of 4th run} + {30μl of 50mM Tris-HCl pH: 
8.0} +      {5μl sample buffer} 
2. 20μl from {14μl (20μgr) of Elution 4} + {11μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl 
sample buffer} 
3. 20μl from {13μl (20μgr) of Elution 3} + {12μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} +     {5μl 
sample buffer} 
4. 20μl from {6μl (20μgr) of Elutions 1 & 2} + {29 μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl 
sample buffer} 
5. 20μl from {10μl (24 μgr) of His-MBP-TEV CSB, Elution 1&2 after Digest, without 
EDTA} 
{25λ of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5λ sample Buffer} 
6. 20μl from {13μl (20μgr) of His-MBP-TEV CSB, Elution 3 after Digest, with EDTA} + 
{22μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl sample buffer} 
 
Η εικόνα, μετά από χρώση με Coomassie Brilliant Blue, ήταν η εξής: 

                1          2        3         4         5         6     M1 
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Αυτά που φαίνονται από το gel είναι ότι:

• Η His-MBP-TEV-CSB είναι μάλλον η έντονη ζώνη που τρέχει λίγο πιο κάτω από τη 
ζώνη των 72kDa του μάρτυρα.

• Η διαφορά μεταξύ των 2 πρώτων elutions και των 2 επόμενων είναι ότι στα elutions
3 και 4 έχουν εξαφανιστεί οι 2 έντονες ζώνες που τρέχουν μεταξύ των ζωνών 36 και 
55 kDa του μάρτυρα. Οι ζώνες αυτές πιθανώς είναι His-MBP-TEV, η οποία 
αναμένεται στα ~46kDa. Αυτό μπορεί να συμβαίνει γιατί η His-MBP-TEV, η οποία 
εκφράζεται σε κάποιο ποσοστό και μόνη της, χωρίς τη CSB να δεσμεύεται στην 
κολώνα πιο γρήγορα από τη CSB, λόγω του μικρότερου μεγέθους της. Έτσι, αφού η 
μεγαλύτερη ποσότητα της His-MBP-TEV πιάστηκε και εκλούστηκε στις 2 πρώτες 
runs, στις επόμενες τα δείγματα περιείχαν κατά κύριο λόγο His-MBP-TEV-CSB.

• Η His-TEV πρωτεάση δεν έκοψε, καθώς δεν υπάρχει διαφορά μεταξύ των lanes 4
και 5. Επίσης, ακόμη και μετά την προσθήκη EDTA, το οποίο δεσμεύει τα μέταλλα 
και εμποδίζει την αναστολή της πρωτεάσης από αυτά, δεν παρατηρείται 
πρωτεολυτική πέψη. Αυτό μπορεί να δικαιολογηθεί ως εξής: είτε η πρωτεΐνη
αναδιπλώνεται με τέτοιο τρόπο που καλύπτει τη θέση TEV, είτε η αλληλουχία της 
είναι λάθος και δεν αναγνωρίζεται. Το τελευταίο ενδεχόμενο αποκλείστηκε, καθώς η 
ίδια αλληλουχία που είχε προστεθεί σε άλλη ανασυνδυασμένη πρωτεΐνη
αναγνωρίστηκε και κόπηκε από την TEV πρωτεάση.

Μετά από πρωτεολυτική πέψη και του Elution 3, έγινε ένα Western blot. Η εικόνα 
που πήραμε μετά από επώαση με a-His αντίσωμα ήταν η εξής:

                       1       2       3       4    M2    5 6    7

1. 20μl from {4μl (60μgr) of Load} + {31μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl sample 
buffer}

2. 20μl from {10μl (14μgr) of Elution 4} + {25μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl
sample buffer}

3. 20μl from {13μl (20μgr) of Elution 3} + {22μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl
sample buffer}

4. 20μl from {6μl (20μgr) of Elution 1 & 2} + {29μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl
sample buffer}

5. 20μl from {12μl (20μgr) of Elutions 1&2, after digest} + {23μl of 50mM Tris-HCl pH: 
8.0} + {5μl sample buffer}

75kDa

63kDa

48kDa

35kDa
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6. 20μl from {14μl (21μgr) of Elution 3, after digest} + {11μl of 50mM Tris-HCl pH: 
8.0} + {5μl sample buffer}

7. 20μl from {24μl of Flow-through 4th run} + {11μl of 50mM Tris-HCl pH: 8.0} + {5μl
sample buffer}

Αυτό που φαίνεται είναι ότι όντως η ζώνη που τρέχει μεταξύ των 63 και 75 kDa είναι 
η His-MBP-TEV-CSB.

Για να καθαριστεί ακόμη περισσότερο η His-MBP-TEV-CSB, εκμεταλλευτήκαμε μια
ιδιότητα που διακρίνει την His-MBP-TEV-CSB από την His-MBP-TEV. Αυτό είναι το 
διαφορετικό ισοηλεκτρικό τους σημείο. Για την tagged CSB είναι 7,07 και για το tag
μόνο του είναι 5,68 (βλ. Παράρτημα). Έτσι, η χρωματογραφία που εφαρμόστηκε 
ήταν ιοντοανταλλαγής. Συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκε μια κολώνα QFF, η οποία 
είναι ανιοντοανταλλάκτης. Συνεπώς, αναμέναμε ότι στο pH:7.0 όπου 
εξισορροπήθηκε η κολώνα, η His-MBP-TEV-CSB θα έφευγε στο Flow-through, ενώ 
το tag, έχοντας φορτιστεί αρνητικά, θα δεσμευόταν στην κολώνα.

Το δείγμα που φορτώθηκε ήταν το Elutions 1&2, στο οποίο έγινε Dialysis (Load on
QFF). Τα αποτελέσματα της χρωματογραφίας, όπως φάνηκαν μετά από χρώση με 
Coomassie Brilliant Blue ήταν:

                                     1           2             3            M2          4

1. 20μl from {11μl (21μgr) of Load on QFF} + {24μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl
sample buffer}

2. 20μl from {25μl (16μgr) of Flow-through of QFF} + {10μl of 50mM Tris-HCl
pH:8.0} + {5μl sample buffer}

3. 20μl from {25μl (32μgr) of Elution of QFF} + {19μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} +
{5μl sample buffer}

4. 20μl from {10μl (20μgr) of Elutions 3 & 4} + {25μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} +
{5μl sample buffer}

Παραδόξως, συνέβη το ακριβώς αντίθετο. Η His-MBP-TEV-CSB δεσμεύτηκε στην 
κολώνα και εντοπίζεται στο Elution, ενώ το tag έφυγε στο Flow-through. Ίσως αυτό 
να είναι το αποτέλεσμα της απόκλισης μεταξύ του θεωρητικού και του πραγματικού 

75kDa
63kDa

48kDa

35kDa
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75kDa

63kDa

48kDa

Figure 4: Χρωματογραφία μοριακού ηθμού και διαχωρισμός των πρωτεϊνών του Elution της 
QFF κολώνας, βάσει του μοριακού τους βάρους.

pI της πρωτεΐνης. Παρ’ όλα αυτά, μετά από αυτή τη χρωματογραφία διαχωρίστηκαν 
η His-MBP-TEV-CSB από το His-MBP-TEV και το Elution που προέκυψε έχει το ίδιο 
πρότυπο με τα Elutions 3 & 4 της Ni-NTA κολώνας.

Προκειμένου να καθαριστεί περισσότερο η πρωτεΐνη, το Elution της QFF
χρωματογραφήθηκε βάσει του μοριακού μεγέθους των πρωτεϊνών που περιείχε 
(χρωματογραφία μοριακού ηθμού, gel filtration) (Figure 4).

Τα διάφορα fractions φορτώθηκαν σε 12,5% SDS-PAGE gel και έγινε χρώση με 
Coomassie Brilliant Blue.

                Μ2       1       2       3         4         5        6        7         8         9

1. 20μl from {15μl of Elution of QFF} + {20μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl           
sample buffer}

2. 20μl from {35μl from fraction 20} + {5μl sample buffer}
3. 20μl from {35μl from fraction 23} + {5μl sample buffer}
4. 20μl from {35μl from fraction 25} + {5μl sample buffer}
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5. 20μl from {35μl from fraction 28} + {5μl sample buffer} 
6. 20μl from {35μl from fraction 30} + {5μl sample buffer} 
7. 20μl from {35μl from fraction 33} + {5μl sample buffer} 
8. 20μl from {35μl from fraction 35} + {5μl sample buffer} 
9. 20μl from {35μl from fraction 38} + {5μl sample buffer} 

Από εδώ φάνηκε ότι όντως μπορεί να γίνει σε κάποιο ποσοστό καθαρισμός της 
πρωτεΐνης.   

 

3.5 Καθαρισμός της His-MBP-TEV-CSB-helicase (de-nature purification) 

Το πρωτόκολλο αυτό εφαρμόστηκε ώστε να απομονωθεί η His-MBP-TEV-CSB από 
την πελέτα των σπασμένων κυττάρων που συλλέχθηκε, όπου είχε φανεί ότι υπήρχε 
μεγάλη ποσότητα της πρωτεΐνης, πιθανώς σε μορφή inclusion bodies. Για το σκοπό 
αυτό, οι πελέτες επαναδιαλύθηκαν σε buffer με αποδιατακτικό ουρία (50mM Tris-HCl 
pH:8.0 + 0.5M NaCl + 10% Glycerol + 8M UREA). Το υλικό αυτό αραιώθηκε, ώστε η 
συγκέντρωση της ουρίας να πέσει στα 6Μ και να μπορεί να δουλευτεί σε χαμηλή 
θερμοκρασία και φορτώθηκε σε κολώνα Ni-NTA (Load). Μετά από πλυσίματα της 
κολώνας, έγινε η έκλουση. H έκλουση με buffer χωρίς ουρία έδειξε ότι η πρωτεΐνη 
καταστρέφεται (Elution 1, Elution 2). Επίσης, επειδή τα Flow-throughs είχαν μεγάλη 
ποσότητα His-MBP-TEC-CSB, φορτώθηκαν ξανά σε Ni-NTA κολώνα, όμως στις 
επόμενες δύο εκλούσεις, το buffer περιείχε 6M ουρία(Elution 3, Elution 4). Τα 
δείγματα ποσοτικοποιήθηκαν με Bradford assay και τα αποτελέσματα ήταν: 

 Όγκος (ml) Συγκέντρωση 
πρωτεϊνών (mg/ml) 

Συνολική ποσότητα 
πρωτεϊνών (mg) 

Load (1st Run) 150 6,0 900 
Elution 1 7 2,17 15,19 
Elution 2 6 3,30 19,80 
Elution 3 9,5 1,59 15,10 
Elution 4 9 1,20 10,80 

Flow-through (4th 
Run) 

320 2,00 640 

 

Τα δείγματα αυτά φορτώθηκαν σε δύο 13% SDS-PAGE gel. Μετά από χρώση με 
Coomassie Brilliant Blue και επώαση με a-His αντίσωμα, οι εικόνες που πήραμε είναι 
οι εξής: 
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Coomassie Brilliant Blue                          Western blot (a-His Abs)

Μ1    1     2     3      4       5      6          1         2        3        4         5        6

1. 20μl from {10μl (60μgr) of Load (1st Run)} + {25μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl
sample buffer}

2. 20μl from {10μl (16μgr) of Elution 1} + {25μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl
sample buffer}

3. 20μl from {7μl (16μgr) of Elution 2} + {28μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl
sample buffer}

4. 20μl from {20μl (30μgr) of Elution 3} + {15μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl
sample buffer}

5. 20μl from {20μl (24μgr) of Elution 4} + {15μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl
sample buffer}

6. 20μl from {10μl (20μgr) of Flow-through 4th Run} + {25μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}
+ {5μl sample buffer}

Όπως φαίνεται και από τα gels, η απομάκρυνση της ουρίας ώστε η πρωτεΐνη να 
αποκτήσει τη σωστή διαμόρφωση, οδηγεί σε αποικοδόμησή της (lanes 2 & 3). Αυτό 
μπορεί να συμβαίνει λόγω αυξημένης υδροφοβικότητας. Επίσης, φαίνεται ότι sτο 
Flowthrough υπάρχει ακόμη μεγάλη ποσότητα της πρωτεΐνης.

Το επόμενο βήμα ήταν ο διαχωρισμός της His-MBP-TEV-CSB από το tag. Για το 
σκοπό αυτό, τα Elutions 3 και 4 ενώθηκαν, συγκεντρώθηκαν και φορτώθηκαν σε 
κολώνα, ώστε να γίνει χρωματογραφία gel filtration. Το δείγμα που φορτώθηκε ήταν:

Όγκος (ml) Συγκέντρωση 
πρωτεϊνών (mg/ml)

Συνολική ποσότητα 
πρωτεϊνών (mg)

Load 2,6 6,5 17

72kDa
55kDa

36kDa
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Το αποτέλεσμα της χρωματογραφίας ήταν το εξής:

Στη συνέχεια, δείγματα από κάθε fraction φορτώθηκαν σε 12% SDS-PAGE gel.

                1         2         3         4        5        6         7         8        9   Μ2

1. 20μl from {5μl (30μgr) of Load} + {30μl of (50mM Tris-HCl pH:8.0 +150mM NaCl 
+ 6M Urea) } + {5μl sample buffer}

2. 20μl from {35μl (13μgr) of Fraction 19} + {5μl sample buffer}
3. 20μl from {35μl (9μgr) of Fraction 20} + {5μl sample buffer}
4. 20μl from {35μl (3μgr) of Fraction 21} + {5μl sample buffer}
5. 20μl from {35μl (1,5μgr) of Fraction 22} + {5μl sample buffer}
6. 20μl from {35μl (1,6μgr) of Fraction 23} + {5μl sample buffer}
7. 20μl from {35μl (5μgr) of Fraction 24} + {5μl sample buffer}
8. 20μl from {35μl (16μgr) of Fraction 26} + {5μl sample buffer}
9. 20μl from {35μl (87μgr) of Fraction 28} + {5μl sample buffer}

75kDa
63kDa

48kDa

35kDa

28kDa
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Όπως φαίνεται, η  πρωτεΐνη απομονώνεται από τις υπόλοιπες (contaminants), οι 
οποίες τρέχουν ως smear. Τα fractions που περιέχουν τη His-MBP-TEV-CSB είναι 
τα 19, 20, 21, 22. Αυτά ενώθηκαν και συγκεντρώθηκαν. Έτσι προέκυψε το δείγμα: 

 Όγκος (ml) Συγκέντρωση 
πρωτεϊνών 

(mg/ml) 

Συνολική 
ποσότητα 

πρωτεϊνών (mg) 
Purified His-MBP-

TEV-CSB (de-
nature) 

1,4 1,25 1,75 

 

Όπως αναφέρθηκε, το Flow-through της 4ης Run περιείχε ακόμη αρκετά μεγάλη 
ποσότητα πρωτεΐνης. Επίσης, έπρεπε να διερευνηθεί το αν η αποικοδόμηση της 
πρωτεΐνης απουσία ουρίας οφειλόταν στις υδρόφοβες περιοχές. Για το σκοπό αυτό, 
το Flowthrough της 4ης Run πέρασε από Ni-NTA κολώνα (Load). Η έκλουση αυτή τη 
φορά έγινε με Triton X-100 (Elution 1). Το Triton δρα ως αποδιατακτικό. Επειδή 
όμως είναι απορρυπαντικό, προστατεύει τις εκτεθειμένες υδρόφοβες περιοχές των 
πρωτεϊνών. Η διαδικασία επαναλήφθηκε άλλη μια φορά (Elution 2) και τα elutions 
ενώθηκαν (Elution 1& 2). Τα δείγματα μετρήθηκαν και φορτώθηκαν σε 12,5% SDS-
PAGE gel: 

 

 

1. 20μl from {20μl (40μgr) of Load} + {15μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl sample 
buffer} 

2. 20μl from {25μl (18μgr) of Elution 1 & 2} + {10μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl 
sample buffer} 

 M2          1             2 

75kDa 

63kDa 

48kDa 

35kDa 
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Όπως φαίνεται, η έκλουση σε Triton X-100 δεν οδηγεί σε αποδιάταξη της πρωτεΐνης, 
αφού το πρότυπο ζώνωσης μετά από Coomassie Brilliant Blue είναι σε μεγάλο 
βαθμό ίδιο με αυτό της έκλουσης με ουρία. 

Το δείγμα της έκλουσης φορτώθηκε σε κολώνα ώστε να γίνει gel filtration. Το 
αποτέλεσμα της χρωματογραφίας και της ηλεκτροφόρησης των fractions σε 12,5% 
SDS-PAGE gel είναι τα εξής: 

 

                   Μ2      1          2         3         4          5         6          7         8 

 

1. 20μl from {2μl (17μgr) of Load} + {33μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} +{5μl sample 
buffer} 

2. 20μl from {35μl (7μgr) of fraction 18} + {5μl sample buffer} 
3. 20μl from {35μl (12μgr) of fraction 19} + {5μl sample buffer} 
4. 20μl from {35μl (5μgr) of fraction 20} + {5μl sample buffer} 
5. 20μl from {35μl (3μgr) of fraction 21} + {5μl sample buffer} 
6. 20μl from {35μl (3μgr) of fraction 23} + {5μl sample buffer} 
7. 20μl from {35μl (4μgr) of fraction 24} + {5μl sample buffer} 

75kDa 

63kDa 

48kDa 

35kDa 
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8. 20μl from {35μl of fraction 26} + {5μl sample buffer} 

Το δείγμα αυτό (Purified His-MBP-TEV-CSB (de-nature) ) κρατήθηκε, καθώς 
περιείχε αρκετά μεγάλη ποσότητα της πρωτεΐνης. Επίσης, η πρωτεΐνη ήταν σε 
αρκετά καθαρή μορφή. 

Έτσι, η His-MBP-TEV-CSB απομονώθηκε σε native συνθήκες, αλλά και σε de-nature 
με ουρία και με Triton X-100. 

 

3.6 Καθαρισμός της His-CSB-helicase (native purification) 

Τα βακτήρια στα οποία είχε γίνει επαγωγή της έκφρασης συλλέχθηκαν και έσπασαν 
με υπερήχους (sonication). Μετά από φυγοκέντρηση, συλλέχθηκε το υπερκείμενο, το 
οποίο ήταν το κυτταροπλασματικό υλικό. Αυτό, φορτώθηκε σε κολώνα Ni-NTA 
(Load-1st Run) και ακολούθησαν τρία Washes, με διαδοχική αύξηση της αλατότητας 
(Wash1, 2, 3-1st Run) και δύο εκλούσεις (Elution 1, 2-1st Run). Η ίδια διαδικασία 
επαναλήφθηκε, ώστε να καθαριστεί περεταίρω το Flow-through της 1st Run (Load- 
2nd Run). Τα δείγματα ποσοτικοποιήθηκαν με Bradford Assay και ήταν: 

  Όγκος (ml) Συγκέντρωση 
πρωτεϊνών 

(mg/ml) 

Συνολική 
ποσότητα 
πρωτεϊνών 

(mg) 
 
 

1st Run 

Load 340 10 3.400 
Wash 1 25 0,23 5,75 
Wash 2 125 0,1 12,50 
Wash 3 160 0,16 16 
Elution 1 11 4,0 44 
Elution 2 5 0,28 1,40 

 Flow-through 1st 
Run/Load 2nd 

Run 

380 8,70 3.306 

2nd Run Elution 1 10 1,0 10 
Elution 2 5 0,16 0,78 
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Τα δείγματα αυτά φορτώθηκαν σε 12% SDS-PAGE gel: 

                              Μ2     1        2       3          4          5      6        7 

 

1. 20μl from {5μl (50μgr) of Load-1st Run} + {30μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + {5μl 
sample buffer}  

2. 20μl from {6μl (52μgr) of Flow-through 1st Run/Load 2nd Run} + {30μl of 50mM 
Tris-HCl pH:8.0} + {5μl sample buffer}  

3. 20μl from {35μl (8μgr) of Wash 1-1st Run} +  {5μl sample buffer}  
4. 20μl from {35μl (4μgr) of Wash 2-1st Run} +  {5μl sample buffer}  
5. 20μl from {35μl (6μgr) of Wash 3-1st Run} + {5μl sample buffer}  
6. 20μl from {3μl (12μgr) of Elution 1-1st Run} + {32μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + 

{5μl sample buffer}  
7. 20μl from {12μl (12μgr) of Elution 1-2nd Run} + {30μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + 

{5μl sample buffer}  

Όπως φαίνεται από το gel, απομονώθηκε η πρωτεΐνη, η οποία φαίνεται να είναι η 
έντονη ζώνη που τρέχει λίγο πιο πάνω από τα 28kDa. Παρ’ όλα αυτά, έπρεπε να 
καθαριστεί επιπλέον, ώστε να απομακρυνθούν οι πρωτείνες που τρέχουν πολύ 
κοντά της. Για το σκοπό αυτό, βασιστήκαμε στο πολύ υψηλό pI της His-CSB-
helicase (10,08), το οποίο σπάνια απαντάται σε ενδογενείς πρωτείνες. Έτσι, έγιναν 
χρωματογραφίες ιοντοανταλλαγής και συγκεκριμένα, μια ανιοντοανταλλαγής (Q.FF) 
και μια κατιοντοανταλλαγής (SP.FF). Αναμέναμε ότι σε pH:8.0, η πρωτεΐνη θα 
εντοπίζεται στο Flow-through της Q.FF και στο Elution της SP.FF. 

Τα Elutions 1 της κάθε Run κρατήθηκαν, καθώς περιείχαν αρκετά μεγάλη ποσότητα 
πρωτεΐνης. Τα Elutions 2, ενώθηκαν και συμπυκνώθηκαν. Έτσι προέκυψε δείγμα 
όγκου 1ml με συνολική πρωτεΐνη 2,6 mg. Το δείγμα αυτό φορτώθηκε στην κολώνα 
QFF (Load-Q.FF) και τo Flow-through-Q.FF φορτώθηκε στην SP.FF. τελικά είχαμε: 

 

 

 

 

35kDa 

28kDa 
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 Όγκος (ml) Συγκέντρωση 
πρωτεϊνών (mg/ml) 

Συνολική ποσότητα 
πρωτεϊνών (mg) 

Load-QFF 1 2,6 2,6 
Elution-QFF 2 2,0 4,0 

Flow-through-
SP.FF 

24 0,05 1,2 

Wash-SP.FF 12 0,007 0,08 
Elution-SP.FF 1,5 0,4 0,6 

 

Μετά από ηλεκτροφόρηση σε 12% SDS-PAGE gel, η εικόνα ήταν η εξής: 

                                             1         2         3         4        Μ2 

 

1. 20μl from {35μl (14μgr) of Load-Q.FF} +{5μl sample buffer} 
2. 20μl from {35μl (1,8μgr) of Flow-through-SP.FF} +{5μl sample buffer} 
3. 20μl from {6μl (12μgr) of Elution-Q.FF} +{29μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl 

sample buffer} 
4. 20μl from {12μl (4,8μgr) of Elution-SP.FF} +{23μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl 

sample buffer} 

Το τελικό δείγμα, αυτό της έκλουσης από την SP.FF περιέχει την πρωτεΐνη σε πολύ 
πιο καθαρή μορφή από το αρχικό δείγμα. Επίσης, η Q.FF έχει δεσμεύσει αρκετή 
ποσότητα της His-CSB-helicase, αν και αυτό πιθανώς να οφείλεται στις συνθήκες 
της χρωματογραφίας, όπως πχ το pH της έκλουσης. 
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3.7 Καθαρισμός της His-CSB-helicase (de-nature purification) 

Τα βακτήρια που συλλέχθηκαν και έσπασαν με υπερήχους, φυγοκεντρήθηκαν και, 
αφού απομακρύνθηκε το υπερκείμενο για την απομόνωση της His-CSB-helicase σε 
native συνθήκες, επαναδιαλυτοποιήθηκε σε buffer με 6Μ ουρία. Το υλικό αυτό 
φορτώθηκε σε κολώνα Ni-NTA (Load-1st Run) και μετά από τρία πλυσίματα της 
κολώνας (Wash 1, 2, 3-1st Run), οι πρωτείνες που είχαν δεσμευτεί σε αυτήν, 
συλλέχθηκαν, μετά από δύο Elutions (Elution1, 2-1st Run). Η ίδια διαδικασία 
επαναλήφθηκε άλλη μια φορά, χρησιμοποιώντας ως Load το Flow-through της 
πρώτης Run. Τα δείγματα Elution 1-1st Run και Elution 1-2nd Run, 
ποσοτικοποιήθηκαν με Bradford Assay και ηλεκτροφορήθηκαν σε 12% SDS-PAGE 
gel. 

                                                          1        2       M2 

 

1. 20μl from {17μl (12μgr) of Elution 1-1st Run} + {18μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0} + 
{5μl sample buffer 

2. 20μl from {35μl (3,5μgr) of Elution 1-2nd Run} + {5μl sample buffer} 

Όπως φαίνεται, ο καθαρισμός δούλεψε πολύ καλά, και η πρωτεΐνη απομονώθηκε με 
αρκετά μεγάλη καθαρότητα. Για να επιτευχθεί ακόμη μεγαλύτερη καθαρότητα, το 
Elution 1 χρησιμοποιήθηκε για να γίνει χρωματογραφία μοριακού ηθμού (gel 
filtration). Παράλληλα, η ίδια χρωματογραφία έγινε και με ένα δείγμα της His-CSB-
helicase που είχε καθαριστεί σε native συνθήκες. Αυτό θα έδινε πληροφορίες για τη 
διαμόρφωση της πρωτεΐνης στις δύο διαφορετικές συνθήκες. Αν η έκλουση ήταν 
στον ίδιο σημείο, τότε το μοριακό βάρος και η διαμόρφωση της πρωτεΐνης έπρεπε να 
είναι ίδια. Το αποτέλεσμα της χρωματογραφίας ήταν το εξής: 

35kDa 

28kDa 

17kDa 
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Όπως φαίνεται, η έκλουση γίνεται στο ίδιο σημείο, καθώς και οι δύο καμπύλες 
παρουσιάζουν peak στο ίδιο σημείο-fraction.

Τέλος, σε δύο 12% SDS-PAGE gels, ηλεκτροφορήθηκαν δείγματα από διάφορα 
στάδια του καθαρισμού (native & de-nature). Μετά από χρώση με Coomassie
Brilliant Blue στο ένα gel και επώαση με anti-His αντίσωμα στο άλλο πήραμε τα εξής 
αποτελέσματα:

                    1     2       3      4       5       6        7       8    M2   

                           1    2       3 4          5       6   7    8      

1. 20μl from {5μl (50μgr) of Load-1st Run} +{30μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl
sample buffer}

2. 20μl from {6μl (50μgr) of Flow-through-2nd Run} +{29μl of 50mM Tris-HCl 
pH:8.0}+{5μl sample buffer}

               His-CSB-helicase under 
native conditions 

          His-CSB-helicase after de-
nature purification

35kDa

28kDa

17kDa

28kDa
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3. 20μl from {2μl (20μgr) of Elution 1-1st Run} +{33μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl 
sample buffer} 

4. 20μl from {6μl (12μgr) of Elution-Q.FF} +{29μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl 
sample buffer} 

5. 20μl from {15μl (6μgr) of Elution-SP.FF} +{20μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl 
sample buffer} 

6. 20μl from {9μl (6,3μgr) of Elution 1-1st Run} +{26μl of 50mM Tris-HCl 
pH:8.0}+{5μl sample buffer} 

7. 20μl from {8μl (50μgr) of Flow-through-2nd Run} +{27μl of 50mM Tris-HCl 
pH:8.0}+{5μl sample buffer} 

8. 20μl from {5μl (50μgr) of Load-1st Run} +{30μl of 50mM Tris-HCl pH:8.0}+{5μl 
sample buffer} 
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4.  ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η παρούσα διπλωματική εργασία περιείχε δύο σκέλη. Αρχικά, έγινε η κλωνοποίηση 
του γονιδίου της πρωτεΐνης CSB, που είχε προέλθει από τον οργανισμό Mus 
musculus. Η κλωνοποίηση του γονιδίου είχε ως στόχο την έκφραση της πρωτεΐνης 
σε σύζευξη με ένα πεπτίδιο αναγνώρισης (tag). Το πεπτίδιο αυτό περιλαμβάνει μια 
αλληλουχία που αναγνωρίζεται και βιοτινιλυώνεται από τη βακτηριακή λιγάση birA, 
καθώς και το πεπτίδιο Flag tag. Η επιλογή του συγκεκριμένου tag έγινε για τους εξής 
λόγους: Πρώτον, δεν υπάρχει κάποιο αντίσωμα που να αναγνωρίζει ειδικά την 
ποντικίσια CSB. Έτσι, με αντίσωμα έναντι του Flag tag ή με στρεπταβιδίνη, η 
πρωτεΐνη μπορεί να ανιχνευτεί. Δεύτερον, η αλληλεπίδραση βιοτίνης-αβιδίνης 
(στρεπταβιδίνης) είναι η πιο ισχυρή φυσική αλληλεπίδραση. Συνεπώς, η ανίχνευση 
της CSB με αυτόν τον τρόπο θα είναι ειδική και τα αποτελέσματα που θα 
προκύπτουν σε κάθε πειραματική διαδικασία θα είναι αληθή και με πολύ χαμηλό 
background. Τέλος, οι φυσικά βιοτινυλιωμένες πρωτείνες είναι πάρα πολύ λίγες, 
γεγονός που ενισχύει την ακρίβεια και το χαμηλό background των αποτελεσμάτων. 
Για την κλωνοποίηση του γονιδίου, αναζητήθηκε η αλληλουχία του σε βάσεις 
δεδομένων. Από αυτήν την ανάλυση προέκυψαν δύο ισομορφές, οι οποίες και 
κλωνοποιήθηκαν σε πλασμιδιακό φορέα, κατάλληλο για έκφραση της πρωτεΐνης σε 
κύτταρα θηλαστικών. Στο φορέα αυτό (pcDNA-3.1) είχε ήδη κλωνοποιηθεί το tag. Τα 
πλασμίδια αυτά μπορούν να χρησιμοποιηθούν στο μέλλον σε πειράματα που θα 
βοηθήσουν σημαντικά στον προσδιορισμό της λειτουργίας της CSB. Ένα τέτοιο 
πείραμα που σχεδιάζεται να γίνει περιλαμβάνει τον μετασχηματισμό εμβρυικών 
ινοβλαστών ποντικού (mouse embryonic fibroblasts, MEFs) και τη δημιουργία 
σταθερών κυτταρικών σειρών. Αυτό το σύστημα, αν και in vitro, πλησιάζει αρκετά τις 
in vivo συνθήκες, καθώς τα MEFs είναι primary και  δεν έχουν υποστεί 
αθανατοποίηση. Παράλληλα με αυτήν την in vitro προσέγγιση, ο Θεόδωρος Κωστέας 
και η Ισμήνη Καρακασιλιώτη έχουν ετοιμάσει τα κατάλληλα constructs που 
περιέχουν την biotin-tagged CSB και θα χρησιμοποιηθούν για τη δημιουργία biotin-
tagged knock-in ποντικών. Έτσι, θα υπάρξει η δυνατότητα μελέτης του ρόλου της 
CSB, τόσο in vitro, όσο και in vivo. Το χρήσιμο αυτό εργαλείο θα δώσει τη 
δυνατότητα προσδιορισμού των αλληλεπιδράσεων και των πρωτεϊνικών συμπλόκων 
στα οποία συμμετέχει η CSB, σε διαφορετικές συνθήκες, στάδια ανάπτυξης, ιστούς 
κλπ. 

Το δεύτερο σκέλος της πτυχιακής εργασίας αφορούσε την κλωνοποίηση του 
γονιδίου της CSB με σκοπό την παραγωγή πολυκλωνικόυ αντισώματος. Για το 
σκοπό αυτό, έγινε κλωνοποίηση ενός domain ελικάσης της πρωτεΐνης. Το domain 
αυτό ελέγχθηκε με blast και βρέθηκε ότι δεν φέρει ομολογία με αντίστοιχα domains 
άλλων πρωτεϊνών. Αυτό ήταν σημαντικό, ώστε να μην αναγνωρίζει το αντίσωμα και 
άλλες πρωτείνες πέρα από τη CSB. Έτσι, η αλληλουχία του domain κλωνοποιήθηκε 
σε πλασμιδιακό φορέα, κατάλληλο για επαγωγή της έκφρασης σε βακτήρια 
(pET16b). Ο φορέας αυτός έφερε είτε το His-tag, είτε το His-MBP-TEV-tag. Με τον 
τρόπο αυτό, ήμασταν σε θέση να απομονώσουμε την πρωτεΐνη και να γίνει 
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καθαρισμός της σε κολώνα νικελίου, με χρωματογραφία συγγένειας. Ως αποτέλεσμα, 
η πρωτεΐνη μπορεί να σταλθεί για ανοσοποίηση κουνελιών και να παραχθεί το 
rabbit-anti-CSB- πολυκλωνικό αντίσωμα. 

Συνεπώς, μέσα σε ένα ευρύτερο πλαίσιο μελέτης της CSB και της παθογένειας του 
αντίστοιχου συνδρόμου (CS) που γίνεται στο εργαστήριο, κατά τη διάρκεια της 
διπλωματικής αυτής εργασίας φτιάχτηκαν δύο ακόμη εργαλεία για την κατανόηση 
του ρόλου της. Όλα αυτά μαζί μπορούν να  αξιοποιηθούν σε πολλές εφαρμογές, 
συμπεριλαμβανομένων και high-throughput μελετών, όπως proteomics. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
50 

 

5. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
 

1.  Sancar, A. (1996) DNA excision repair.  Annu. Rev.  Biochem. 65, 43–81 
2. Van Houten, B. (1990) Nucleotide excision repair in Escherichia coli. Microbiol. Rev. 

54, 18–51 
3. Hanawalt, P. C. (1994) Transcription-coupled repair and human disease. Science 

266, 1957-1958 
4. Bohr, V. A. et al. (1985) DNA repair in an active gene: removal of pyrimidine dimers 

from the DHFR gene of CHO cells is much more efficient than in the genome overall. 
Cell 40, 359–369 

5. Mellon, I. G. et al. (1987) Selective removal of transcription-blocking DNA damage 
from the transcribed strand of the mammalian DHFR gene. Cell 51, 241-249 

6. Fousteri, M. and Mullenders, L. H. F. (2008) Transcription-coupled nucleotide 
excision repair in mammalian cells: molecular mechanisms and biological effects. 
Cell Research 18, 73-84 

7. Lagerwerf, S. et al. (2011) DNA damage response and transcription. DNA Repair 
(Amst) 10, 743-750 

8. Masutani, C. et al. (1994) Purification and cloning of a nucleotide excision repair 
complex involving the xeroderma pigmentosum group C protein and a human 
homologue of yeast RAD23. Embo J 13, 1831-1843 

9. Sugasawa, K. (2006) UV-induced ubiquitylation of XPC complex, the UV-DDB-
ubiquitin ligase complex, and DNA repair. J. Mol. Histol. 37, 189-202 

10. Wood, R. D. (1999) DNA damage recognition during nucleotide excision repair in 
mammalian cells. Biochimie 81, 39-44 

11. Araki, M. et al. (2001) Centrosome protein centrin 2/caltractin 1 is part of the 
xeroderma pigmentosum group C complex that initiates global genome nucleotide 
excision repair. J. Biol. Chem. 276, 18665-18672 

12. Nishi, R. et al. (2005) Centrin 2 stimulates nucleotide excision repair by interacting 
with xeroderma pigmentosum group C protein. Mol. Cell. Biol. 25, 5664-5674 

13. Egly, J. M. and Coin, F. (2011) A history of THIIH: two decades of molecular 
biology on a privotal transcription/repair factor. DNA Repair (Amst) 10, 714-721. 

14. Winkler, G. S. et al. (2000) TFIIH with inactive XPD helicase functions in 
transcription initiation but is defective in DNA repair. J. Biol. Chem. 275, 4258-4266 

15. Patrick, S. M. and Turchi, J. J. (2002) Xeroderma pigmentosum complementation 
group A protein (XPA) modulates RPA-DNA interactions via enhanced complex 
stability and inhibition of strand separation activity. J. Biol. Chem. 277, 16096-16101 

16. Staresinic, L. et al. (2009) Coordination of dual incision and repair synthesis in 
human nucleotide excision repair. EMBO J. 28, 1111-1120 

17. Ogi, T. et al. (2010) Three DNA polymerases, recruited by different mechanisms, 
carry out NER repair synthesis in human cells. Mol. Cell. 37, 714-727 

18. Ogi, T. and Lehmann, A. R. (2006) The Y-family DNA polymerase kappa (pol 
kappa) functions in mammalian nucleotide-excision repair. Nat. Cell. Biol. 8, 640-642 

19. Moser, J. et al. (2007) Sealing of chromosomal DNA nicks during nucleotide 
excision repair requires XRCC1 and DNA ligase III alpha in a cell-cycle-specific 
manner. Mol. Cell 27, 311-323 

20. Laine, J. P. and Egly, J. M. (2006b) When transcription and repair meet: a complex 
system. Trends Genet. 22, 430-436 

21. Nakatsu, Y. et al. (2000) XAB2, a novel tetratricopeptide repeat protein involved in 
transcription-coupled DNA repair and transcription. J. Biol. Chem. 275, 34931-34937 



 
 

 
51 

 

22. Citterio, E. et al. (1998) Biochemical and biological characterization of wild-type and 
ATPase-deficient Cockayne syndrome B repair protein. J. Biol. Chem. 273, 11844-
11851 

23. Troelstra. C. et al. (1992) ERCC6, a member of a subfamily of putative helicases, is 
involved in Cockayne syndrome and preferential repair of active genes. Cell 71, 939-
953 

24. Citterio, E. et al. (2000) ATP-dependent chromatin remodeling by the Cockayne 
syndrome B DNA repair-transcription-coupling factor. Mol. Cell. Biol. 20, 7643-7653 

25. Beiger, Y. et al. (2003) Chromosomal protein HMGN1 enhances the rate of DNA 
repair in chromatin. Embo J. 22, 1665-1675 

26. Tornaletti, S. et al. (1999) Structural characterization of RNA polymerase II 
complexes arrested by a cyclobutane pyrimidine dimer in the transcribed strand of 
template DNA. J. Biol. Chem. 274, 24124-24130 

27. Fousteri, M. et al. (2006) Cockayne Syndrome A and B proteins differentially 
regulate recruitment of chromatin remodeling and repair factors to stalled RNA 
polymerase II in vivo. Mol. Cell 23, 471-482 

28.  Kamileri, I. et al. (2012) Nucleotide excision repair: new tricks with old bricks. 
Trends Genet. (unpublished) 

29. Jeppesen, D. K. et al. (2011) DNA repair deficiency in neurodegeneration. Prog. 
Neurobiol. 94, 166-200 

30. Coppede, F. and Lucia, M. (2010) DNA Repair in premature aging disorders and 
neurodegeneration. Curr. Aging Sci. 3, 3-19 

31. Nance, M. A. and Berry, S. A. (1992) Cockayne syndrome: review of 140 cases. 
Am. J. Med. Genet. 42, 68-84 

32. Laugel, V. et al. (2010) Mutation update for the CSB/ERCC6 and CSA/ERCC8 
genes involved in Cockayne syndrome. Hum. Mutat. 31, 113-126 

33. Weidenheim, K. M. et al. (2009) Neuropathology of Cockayne syndrome: Evidence 
for impaired development, premature aging, and neurodegeneration. Mech. Ageing 
Dev. 130, 619-636 

34. Itoh, M. et al. (1999) Neurodegeneration in hereditary nucleotide repair disorders. 
Brain Dev. 21, 326-333 

35. Bertola, D. R. et al. (2006) Cockayne syndrome type A: novel mutations in eight 
typical patients. J. Hum. Genet. 51, 701-705 

36. Meira, L. B. et al. (2000) Manitoba aboriginal kindred with original cerebro-oculo-
facio-skeletal syndrome has a mutation in the Cockayne syndrome group B (CSB) 
gene. Am. J. Hum. Genet. 66,1221-1228 

37. Lowry, R. B. R. et al. (1971) Cataracts, microcephaly, kyphosis and limited joint 
movement in two siblings: a new syndrome. J. Pediatr. 79, 282-284 

38. Pena, S. D. J. and Shockeir, M. H. K. (1974) Autosomal recessive cerebro-oculo-
facio-skeletal (COFS) syndrome. Clin. Genet. 5, 285-293 

39. Horibata, K. et al. (2004) Complete absence of Cockayne syndrome group B gene 
product gives rise to UV-sensitive syndrome but not Cockayne syndrome. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 101, 15410-15415 

40. Masutani C. et al. (1999) The XPV (xeroderma pigmentosum variant) gene 
encodes human DNA polymerase eta. Nature 399,700-4 

41. Lehmann, A. R. (2003) DNA repair-deficient diseases, xeroderma pigmentosum, 
Cockayne syndrome and trichothiodystrophy. Biochimie 85, 1101-1111 

42. Colella, S., et al. (2000) Identical mutations in the CSB gene associated with either 
Cockayne syndrome or the DeSanctis-cacchione variant of xeroderma 
pigmentosum. Hum. Mol. Genet. 9, 1171-1175 



 
 

 
52 

 

43. Itoh, T. et al. (1996) Cockayne syndrome complementation group B associated with 
xeroderma pigmentosum phenotype. Hum. Genet. 97, 176-179 

44. Andressoo, J. O. et al. (2006) An Xpd mouse model for the combined xeroderma 
pigmentosum/Cockayne syndrome exhibiting both cancer predisposition and 
segmental progeria. Cancer Cell 10, 121-132 

45. de Boer J. and Hoeijmakers, J. H. (2000) Nucleotide excision repair and human 
syndromes. Carcinogenesis 21, 453-460 

46. Colella, S. et al. (2000) Identical mutations in the CSB gene associated with either 
Cockayne syndrome or the DeSanctis-cacchione variant of xeroderma 
pigmentosum. Hum. Mol. Genet. 9, 1171-1175 

47. Rapin, I. et al. (2000) Cockayne syndrome and xeroderma pigmentosum. 
Neurobiology 55, 1442-1449 

48. Itin, P. H. and Pittelkow, M. R. (1990) Trichothiodystrophy: Review of sulfur-
deficient brittle hair syndromes and association with the ectodermal dysplasias. J. 
Am. Acad. Dermatol. 22, 705-717 

49. Vitorino, M. et al. (2007) Solution structure and self-association properties of the p8 
TFIIH subunit responsible for trichothiodystrophy. J. Mol. Biol. 368, 473-480 

50. Faghri, S. et al. (2008) Trichothiodystrophy: a systematic review of 112 published 
cases characterizes a wide spectrum of clinical manifestations. J. Med. Genet. 45, 
609-621 

51. Troelstra, C. et al. (1990) Molecular cloning of the human DNA excision repair gene 
ERCC-6. Mol. Cell. Biol., 10, 5806-5813 

52. Troelstra, C. et al. (1992a) Localization of the nucleotide excision repair gene 
ERCC6 to human chromosome 10q11-q12. Genomics 12, 745-749 

53. Troelstra, C. et al. (1992b) ERCC6, a member of a subfamily of putative helicases, 
is involved in Cockayne syndrome and preferential repair of active genes. Cell 71, 
939-953 

54. Selby, C. P. and Sancar, A. (1997b). Human transcription- repair coupling factor 
CSB/ERCC6 is a DNA-stimulated ATPase but is not a helicase and does not disrupt 
the ternary transcription complex of stalled RNA polymerase II. J. Biol. Chem. 272, 
1885-1890 

55. Citterio, E. et al. (1998) Biochemical and biological characterization of wild-type and 
ATPase-deficient Cockayne syndrome B repair protein. J. Bol. Chem. 273, 11844-
11851 

56. Pazin, M. J. and Kadonaga, J. T. (1997) SWI/SNF2 and related proteins: ATP-
driven motors that disrupt protein-DNA interactions. Cell 88, 737-740 

57. Eisen, J. A. et al. (1995) Evolution of the SNF2 family: subfamilies with distinct 
sequences and functions. Nucleic Acids Res. 23, 2715-2723 

58. Licht, C. L. et al. (2003) Cockayne syndrome group B cellular and biochemical 
functions. Am. J. Hum. Genet. 73, 1217-1239 

59. Christiansen, M. et al. (2003). Functional consequences of mutations in the 
conserved SF2 motifs and post-translational phosphorylation of the CSB protein. 
Nucleic Acids Res. 31, 963-973 

60. Laine, J. P. and Egly, J. M. (2006a). Initiation of DNA repair mediated by a stalled 
RNA polIIo. EMBO J. 25, 387-397 

61. Fousteri, M. et al. (2006) Cockayne syndrome A and B proteins differentially 
regulate recruitment of chromatin remodeling and repair factors to stalled RNA 
polymerase II in vivo. Mol. Cell 23, 471-482 

62.  Peterson, C. L. and Tamkun, J. W. (1995) The SWI/SNF complex: a chromatin 
remodeling machine?. Trends Biochem. Sci. 20, 142-146 



 
 

 
53 

 

63. Citterio, E. et al. (2000) ATP-dependent chromatin remodeling by the Cockayne 
syndrome B DNA-repair-transcription coupling factor. Mol. Cell. Biol. 20, 7643-7653 

64. Van Gool, A. J. et al. (1997a) The Cockayne syndrome B protein, involved in 
transcription-coupled DNA repair, resides in an RNA polymerase II-containing 
complex. EMBO J. 16, 5955-5965 

65. Bradsher, J. et al. (2002) CSB is a component of RNA pol I transcription. Mol. Cell 
10, 819-829 

66. Christiansen, M. et al. (2005) The Cockayne syndrome group B protein is a 
functional dimer. Febs J. 272, 4306-4314 

67. Beerens, N. et al. (2005). The CSB protein actively wraps DNA. J. Biol. Chem. 280, 
4722-4729 

68. Newman, J. C. et al. (2006). Cockayne syndrome group B (CSB) protein plays a 
general role in chromatin maintenance and remodeling. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
103, 9613-9618 

69. Muftuoglu, M. et al. (2002) Phenotypic consequences of mutations in the conserved 
motifs of the putative helicase domain of the human Cockayne syndrome group B 
gene. Gene 283, 27-40 

70. Stevnsner, T. et al. (2008) The role of Cockayne syndrome group B (CSB) protein 
in base excision repair and aging. Mech. Ageing Dev. 129, 441-448 

71. Venema, J. et al. (1990) The genetic defect in Cockayne syndrome is associated 
with a defect in repair of UV-induced DNA damage in transcriptionally active DNA. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 4707-4711 

72. van der Horst, G. T. et al. (1997) Defective transcription-coupled repair in Cockayne 
syndrome B mice is associated with skin cancer predisposition. Cell 89, 425-435 

73. van der Horst, G. T. et al. (2002) UVB radiation-induced cancer predisposition in 
Cockayne syndrome group A (Csa) mutant mice. DNA Repair 1, 143-157 

74. van den Boom, V. et al. (2004). DNA damage stabilizes interaction of CSB with the 
transcription elongation machinery. J. Cell Biol. 166, 27-36 

75. Tantin, D. et al. (1997) Recruitment of the putative transcription-repair coupling 
factor CSB/ERCC6 to RNA polymerase II elongation complexes. Mol. Cell Biol. 17, 
6803-6814 

76. Selby, C. P. and Sancar, A. (1997a) Cockayne syndrome group B protein 
enhances elongation by RNA polymerase II. Proc. Νatl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 11205-
11209 

77. Henning, K. A. et al. (1995) The Cockayne syndrome group A gene encodes a WD 
repeat protein that interacts with CSB protein and a subunit of RNA polymerase II 
TFIIH. Cell 82, 555-564 

78. Iyer, N. et al. (1996) Interactions involving the human RNA polymerase II 
transcription/nucleotide excision repair protein XPG, and Cockayne syndrome group 
B (CSB) protein. Biochemistry 35, 2157-2167 

79. Sarasin, A. and Stary, A. (2007) New insights for understanding the transcription-
coupled repair pathway. DNA repair, 6, 265-269 

80. Hasan, S. et al. (2001) Transcription coactivator p300 binds PCNA and may have a 
role in DNA repair synthesis. Nature 410, 387-391 

81. Sarker, A. H. et al. (2005) Recognition of RNA polymerase II and transcription 
bubbles by XPG, CSB, and TFIIH: insights for transcription- coupled repair and 
Cockayne syndrome. Mol. Cell 20, 187-198 

82. Svejstrup, J. Q. (2002) Mechanisms of transcription-coupled DNA repair. Nat. Rev. 
Mol. Cell Biol. 3, 21-29 



 
 

 
54 

 

83. Anindya, R. et al. (2010) A ubiquitin-binding domain in Cockayne syndrome B 
required for transcription-coupled nucleotide excision repair. Mol. Cell 38, 637-648 

84. Groisman, R. et al. (2006) CSA-dependent degradation of CSB by the ubiquitin-
proteasome pathway establishes a link between complementation factors of the 
Cockayne syndrome. Genes Dev. 20, 1429-1434 

85. Ljungman, M. and Zhang, F. (1996) Blockage of RNA polymerase as a possible 
trigger for UV light-induced apoptosis. Oncogene 13, 823-831 

86. Yu, A. et al. (2000) Activation of p53 or loss of the Cockayne syndrome group B 
repair protein causes metaphase fragility of human U1, U2, and 5S genes. Mol. Cell 
5, 801-810 

87. Balajee, A. S. et al. (2000) Role of the ATPase domain of the Cockayne syndrome 
group B protein in UV induced apoptosis. Oncogene 19, 477-489 

88. Laposa, R. R. et al. (2007) Increased apoptosis, p53 up-regulation, and cerebellar 
neuronal degeneration in repair-deficient Cockayne syndrome mice. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 104, 1389-1394 

89. McKay, B. C. et al. (2001) UV light-induced degradation of RNA polymerase II is 
dependent on the Cockayne syndrome A and B proteins but not p53 or MLH1. 
Mutation Res. 485, 93-105 

90. Ljungman, M. et al. (1999) Inhibition of RNA polymerase II as a trigger for the p53 
response. Oncogene 18, 583-592 

91. Wade, M. H. and Chu, E. H. (1979) Effects on DNA damaging agents on cultured 
fibroblasts derived from patients with Cockayne syndrome. Mutant. Res. 59, 49-60 

92. Tuo, J. (2001) The Cockayne syndrome group B gene product is involved in 
general genome excision repair of 8_hydroxyguanine in DNA. J. Biol. Chem. 276, 
45772-45779 

93. Le Page, F. et al. (2000) Transcription-coupled repair of 8-oxoguanine: requirement 
for XPG, TFIIH and CSB and implications for Cockayne syndrome. Cell 101, 159-
171 

94. Tuo, J. et al. (2003). Primary fibroblasts of Cockayne syndrome patients are 
defective in cellular repair of 8-hydroxyguanine and 8-hydroxyadenine resulting from 
oxidative stress. FASEB J. 17, 668-674 

95. de Waard, H. et al. (2003) Cell type-specific hypersensitivity to oxidative damage in 
CSB and XPA mice. DNA Repair (Amst) 2, 13-25 

96. Osenbroch, P. O. et al. (2009) Accumulation of mitochondrial DNA damage and 
bioenergetic dysfunction in CSB defective cells. FEBS J. 276, 2811-2821 

97. Kamenisch, Y. et al. (2010) Proteins of nucleotide and base excision repair 
pathways interact in mitochondria to protect from loss of subcutaneous fat, a 
hallmark of aging. J. Exp. Med. 207, 379-390 

98. Tuo, J. et al. (2002a) Functional crosstalk between hOgg1 and the helicase domain 
of Cockayne syndrome group B protein. DNA Repair. 1, 913-927 

99. Wong, H. et al. (2007) Cockayne syndrome B protein stimulates apurinic 
endonuclease 1 activity and protects against agents that introduce base excision 
repair intermediates. Nucleic Acids Res. 35, 4103-4113 

100. Thorslund, T. et al. (2005) Cooperation of the Cockayne syndrome group B 
protein and poly (ADP-ribose) polymerase 1 in the response to oxidative stress. Mol. 
Cell Biol. 25, 7625-7636 

101. Flohr, C. et al. (2003) Poly (ADP-ribosyl) ation accelerates DNA repair in a 
pathway dependent on Cockayne syndrome B protein. Nucleic Acids Res. 31,  5332-
5337 



 
 

 
55 

 

102. Tuo, J. et al. (2002) The Cockayne syndrome group B gene product is involved in 
cellular repair of 8-hydroxyadenine in DNA. J. Biol. Chem. 277, 30832-30837 

103. Bootsma, D. and Hoeijmakers, J. H. (1993) DNA repair. Engagement with 
transcription. Nature 363, 114-115 

104. Balajee, A. S. et al. (1997) Reduced RNA polymerase II transcription in intact and 
permeabilized Cockayne syndrome group B cells. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94, 
4306-4311 

105. Proietti-De-Santis, L. et al. (2006) Cockayne syndrome B protein regulates the 
transcriptional program after UV irradiation. EMBO J. 25, 1915-1923 

106. Filippi, S. et al. (2008) CSB protein is (a direct target of HIF-1 and) a critical 
mediator of the hypoxic response. EMBO J. 27, 2545-2556 

107. Lee, S. K. et al.  (2002). Requirement of yeast RAD2, a homolog of human XPG 
gene, for efficient RNA polymerase II transcription. Implications for Cockayne 
syndrome. Cell 109, 823-834 

108. Lee, S. K. et al. (2001) Requirement for yeast RAD26, a homolog of the human 
CSB gene, in elongation by RNA polymerase II. Mol. Cell Biol. 21, 8651-8656 

109. Yuan, X. et al. (2007) Activation of RNA polymerase I transcription by Cockayne 
syndrome group B protein and histone methyltransferase G9a. Mol. Cell 27, 585-595 

110. Le May, N. et al. (2010) NER factors are recruited to active promoters and 
facilitate chromatin modification for transcription in the absence of exogenous 
genotoxic attack. Mol. Cell 38, 54-66 

111. Kamileri, I. et al. (2012) Defective transcription initiation causes postnatal growth 
failure in a mouse model of nucleotide excision repair (NER) progeria. PNAS 109, 
2995-3000 

112. Cheo, D. L. et al. (1997) Characterization of defective nucleotide excision repair 
in XPC mutant mice. Mutat. Res. 374, 1-9 

113. Melis, J. P. et al. (2008) Mouse models for xeroderma pigmentosum group A and 
C show divergent cancer phenotypes. Cancer Res. 68, 1347-1353 

114. Nakane, H., et al. (1995) High incidence of ultraviolet-B- or chemical-carcinogen-
induced skin tumors in mice lacking the xeroderma pigmentosum group A gene. 
Nature 377, 165-168 

115. Ng, J. M. et al. (2002) Developmental defects and male sterility in mice lacking 
the ubiquitin-like DNA repair gene mHR23B. Mol. Cell Biol. 22, 1233-1245 

116. de Boer, J. et al. (1998) A mouse model for the basal transcription/DNA repair 
syndrome trichothiodystrophy. Mol. Cell 1, 981-990 

117. Hiomi, N., et al. (2004) Identification of the XPG region that causes the onset of 
Cockayne syndrome by using Xpg mutant mice generated by the cDNA-mediated 
knock-in method. Mol. Cell Biol. 24, 3712-3719 

118. Tian, M. et al. (2004) Deficiency in the nuclease activity of xeroderma 
pigmentosum G in mice leads to hypersensitivity to UV irradiation. Mol. Cell Biol. 24, 
2237-2242 

119. Murai, M. et al. (2001) Early postnatal ataxia and abnormal cerebellar 
development in mice lacking Xeroderma pigmentosum A and Cockayne syndrome 
Group B DNA repair genes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98, 13379-13384 

120. de Boer, J. et al. (2002) Premature aging in mice deficient in DNA repair and 
transcription. Science 296, 1276-1279 

121. Niedernhofer, L. J. (2008) Nucleotide excision repair deficient mouse models and 
neurological disease. DNA Repair (Amst) 7, 1180-1189 

122. Shiomi, N. et al. (2005) Severe growth retardation and short life span of double-
mutant mice lacking Xpa and exon 15 of Xpg. DNA Repair (Amst) 4, 351-357 



 
 

 
56 

 

123. Niedernhofer, L. J. et al. (2006) A new progeroid syndrome reveals that genotoxic 
stress suppresses the somatotroph axis. Nature 444, 1038-1043 

124. Tian, M. et al. (2004) Growth retardation, early death, and DNA repair defects in 
mice deficient for the nucleotide excision repair enzyme XPF. Mol. Cell Biol. 24, 
1200-1205 

125. de Boer, E. et al. (2003). Efficient biotinylation and single-step purification of 
tagged transcription factors in mammalian cells and transgenic mice. PNAS 100, 
7480-7485 

126. Driegen, S. et al. (2005) A generic tool for biotinylation of tagged proteins in 
transgenic mice. Transgenic Res. 14, 477-482 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
 

 
57 

 

6. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
 

6.1 Γενετικός Χάρτης pBSK 
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6.2 Γενετικός χάρτης pET16b-His 
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6.3 Γενετικός χάρτης pET16b-His-MBP-TEV 
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6.4 Γενετικός χάρτης pcDNA 3.1 
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6.5 Βιοχημικά χαρακτηριστικά της His-CSB-helicase 
 

        10         20         30         40         50         60  
MGHHHHHHHH HHSSGHIEGR HMLEIVVESL LKIWHRQGQR VLLFSQSRQM LHILEVFLRA  
 
        70         80         90        100        110        120  
HKYSYLKMDG TTTIASRQPL ITKYNEDTSI FVFLLTTRVG GLGVNLTGAN RVIIYDPDWN  
 
       130        140        150        160        170        180  
PSTDTQARER AWRIGQKKQV TVYRLLTAGT IEEKIYHRQI FKQFLTNRVL KDPKQRRFFK  
 
       190  
SNDLYELFTL  
 
Αριθμός αμινοξέων : 190                   Extinction coefficients : 26.930 

Μοριακό βάρος : 22.500,8 Da           GRAVY(grand average of hydropathicity):-0,498 

Θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο : 10.08 

 
6.6. Βιοχημικά χαρακτηριστικά της His-MBP-TEV-CSB-helicase 

 
        10         20         30         40         50         60  
MGHHHHHHHH HHSSGHIEGR HNMKTEEGKL VIWINGDKGY NGLAEVGKKF EKDTGIKVTV  
 
        70         80         90        100        110        120  
EHPDKLEEKF PQVAATGDGP DIIFWAHDRF GGYAQSGLLA EITPDKAFQD KLYPFTWDAV  
 
       130        140        150        160        170        180  
RYNGKLIAYP IAVEALSLIY NKDLLPNPPK TWEEIPALDK ELKAKGKSAL MFNLQEPYFT  
 
       190        200        210        220        230        240  
WPLIAADGGY AFKYENGKYD IKDVGVDNAG AKAGLTFLVD LIKNKHMNAD TDYSIAEAAF  
 
       250        260        270        280        290        300  
NKGETAMTIN GPWAWSNIDT SKVNYGVTVL PTFKGQPSKP FVGVLSAGIN AASPNKELAK  
 
       310        320        330        340        350        360  
EFLENYLLTD EGLEAVNKDK PLGAVALKSY EEELAKDPRI AATMENAQKG EIMPNIPQMS  
 
       370        380        390        400        410        420  
AFWYAVRTAV INAASGRQTV DEATENLYFQ GAHMLEDPAA NKARKEAELA AATAEQVVES  
 
       430        440        450        460        470        480  
LLKIWHRQGQ RVLLFSQSRQ MLHILEVFLR AHKYSYLKMD GTTTIASRQP LITKYNEDTS  
 
       490        500        510        520        530        540  
IFVFLLTTRV GGLGVNLTGA NRVIIYDPDW NPSTDTQARE RAWRIGQKKQ VTVYRLLTAG  
 
       550        560        570        580  
TIEEKIYHRQ IFKQFLTNRV LKDPKQRRFF KSNDLYELFT L  
 
Αριθμός αμινοξέων : 581                 Extinction coefficient : 94.770 

Μοριακό βάρος : 65.353.3 Da         GRAVY(grand average of hydropathicity) : -0.424 

Θεωρητικό ισοηλεκτρικό σημείο : 7.07 
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6.7 Νουκλεοτιδική και αμινοξική αλληλουχία του ATF tag 
 

 
     Kozak    Avitag 
1         ACCACCATGGCTGGTGGCCTGAATGACATCTTTGAGGCCCAGAAGATCGAGTGGCATGAG 
1                M  A  G  G  L  N  D  I  F  E  A  Q  K  I  E  W  H  E  
 
    TEV    FLAG 
61        GGAGGAGAGAACCTGTACTTCCAGGGAGGAGACTACAAGGACGACGACGACAAGGGAGGG 
19         G  G  E  N  L  Y  F  Q  G  G  D  Y  K  D  D  D  D  K  G  G   
 
Total amino acid number: 37, MW=4141 
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